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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Mikeskova Gabriela

Skolitel: prof. Ing. Barbora Szotikova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Studium vlivu albendazolu v Zivotnim prostiedi na

antioxidacéni systém jetele lu¢niho (7rifolium pratense)

V dnesni dob¢ patii anthelmintika mezi nezbytna 1éciva k terapii a profylaxi
infek¢nich onemocnéni zpisobenych parazitickymi cervy. Nicméné tyto latky mohou
byt dale vylu€ovany do zivotniho prostiedi exkrementy oSetfenych zvifat a ovlivilovat
necilové organismy, jako jsou rostliny, které maji schopnost absorpce a akumulace
latek.

V této studii jsme se zaméfili na plsobeni ¢asto pouzivaného anthelmintika
albendazolu na antioxida¢ni systém jetele lu¢niho (7rifolium pratense), ktery se bézné
vyskytuje na loukéch a pastvinach. Byl sledovéan vliv nizkych koncentraci albendazolu,
dosazitelnych v Zivotnim  prosttedi na  antioxida¢ni  enzymy  katalazu,
superoxiddismutazu, askorbatperoxidazu, peroxidazu, glutathionperoxidazu,
glutathionreduktazu a glutathion-S-transferazu. Kromé& antioxidac¢nich enzymil jsme
sledovali 1 koncentraci rostlinnych fotosyntetickych pigmentt chlorofyl a, b
a karotenoidii. Vyhodnoceni vysledkti probéhlo u kontrolnich i1 albendazolem
ovlivnénych rostlin jetele vypéstovanych na experimentalnim poli ve zcela ptirozenych
podminkach. U vSech zminénych enzymu byla zaznamenéna zména specifické aktivity,
kromé& enzymt glutathionreduktazy a glutathionperoxidazy, kde nebyla namétena zadna
aktivita. U rostlinnych pigmenti doSlo pouze k zvySeni koncentrace karotenoidi.
Vzhledem k dosazenym vysledktim, které ukdzaly signifikantni zmény specifické
aktivity u nékterych enzymil a zménu koncentrace u karotenoidd, nemizeme vyloucit

vliv albendazolu jako stresoru na antioxida¢ni systémy jetele lu¢niho.



ABSTRACT

Charles University
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Title of diploma thesis: Study of the effect of albendazole in the environment on

the antioxidant system of red clover (Trifolium pratense)

Today, anthelmintics are among the essential drugs for the therapy
and prophylaxis of infectious diseases caused by parasitic worms. However, these
substances may be further released into the environment by the excrements of treated
animals and affect non-target organisms, such as plants, which have the ability to absorb
and accumulate various substances.

In this study, we focused on the effect of the often used anthelmintic albendazole
on the antioxidant system of red clover (7rifolium pratense), which is commonly found
in meadows and pastures. The effect of low concentrations of albendazole available
in the environment on the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase,
ascorbate peroxidase, peroxidase, glutathione peroxidase, glutathione reductase
and glutathione S-transferase was studied. In addition to antioxidant enzymes, we also
monitored the concentration of plant photosynthetic pigments chlorophyll a, b
and carotenoids. The results were evaluated in control and albendazole-treated clover
plants grown in the experimental field under completely natural conditions. A change
in specific activity was found for all mentioned enzymes, except for the glutathione
reductase and glutathione peroxidase, where no activity was measured. In the case
of plant pigments, there was only an increase in the concentration of carotenoids. Given
the results obtained, which showed significant changes in the specific activity of some
enzymes and a change in the concentration of carotenoids, we cannot rule out the effect

of albendazole as a stressor on the antioxidant systems of red clover.
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1. UVOD

Anthelmintika jsou léCiva vyuzivand pro prevenci a terapii infekénich
onemocnéni zpusobenych helminty. Ve velkém mnoZzstvi jsou vyuzivany hlavné
ve veterindrni mediciné (Cooke et al., 2017).

Nebezpeci této skupiny 1éCiv  spociva v jejich nasledném vylucovani
do ekosystému jako metaboliti nebo nezménénych mateifskych sloucenin. Do zivotniho
prostiedi se dostdvaji rliznymi cestami, a to bud’ pfimo moc¢i a exkrementy lécenych
zvitfat nebo nepiimo aplikaci kontaminovanych hnojiv. V obou pfipadech dochazi
k transportu a distribuci téchto latek do vod, sedimenti, pidy a bioty. Timto zpiisobem
se stavaji nebezpecné pro necilové organismy, véetné rostlin (Bartikova et al., 2016).

Rostliny jsou oteviené systémy komunikujici s prostfedim, ve kterém se
vyskytuji. Maji tedy schopnost kontaminanty pfijimat, metabolizovat a akumulovat.
Pro rostliny pfedstavuji kontaminanty potencidlni nebezpeci s moznosti vzristu
oxidac¢niho stresu (ROS). Z tohoto diivodu si rostliny vytvotily detoxika¢ni mechanismy
vcetné enzymd, které jsou schopny metabolizovat xenobiotika (Vanék et al., 2017).

Tato prace se zabyvala vlivem albendazolu (ABZ), léciva ze skupiny
benzimidazolovych anthelmintik, na aktivitu vybranych antioxidanich enzymu

a mnoZstvi vybranych rostlinnych pigmentl v jeteli lu¢nim (77ifolium pratense).



2. TEORETICKA CAST

2.1 ANTHELMINTIKA

Anthelmintika, lé¢iva urCend k1écbé helmintéz, jsou Siroce pouzivana
v humanni 1 veterindrni medicin€. Anthelmintika pasobi riznymi mechanismy —
parazitické cervy mohou usmrcovat, paralyzovat nebo inaktivovat (Opletalova, 2006).
VétSinou se jedna o syntetické latky, avSak nékteré znich jsou piipravovany
biosynteticky. Podle ucinku na cilovy organismus rozliSujeme anthelmintika
na antinematoda proti hlisticim (Nematoda), antitrematoda proti motolicim (7rematoda)
a anticestoda proti tasemnicim (Cestoda). Zastupci anthelmintik piisobi proti dospélym
c¢ervim a jejich vyvojovym stadiim. Néktera anthelmintika jsou dokonce ovicidni,
coz znamena, ze dokazou potlacit vyvoj vaji¢ek helminti (Duchacek a Lamka, 2008).

V dne$ni dobé¢ je terapie helmintdz zavisld pouze na podavani anthelmintik.
Ovsem na prevenci téchto onemocnéni se do urcité miry také podili vakcinace hostiteli.
Dalsi z moznosti prevence proti helmintézadm je zasah do zivotniho cyklu parazita.
To Ize uskute¢nit naptiklad omezenim disperze vajicek v exkrementech a moci hostitelti
vhodnym kompostovanim, spalovanim nebo chemickou Upravou. Nicméné touto cestou
dochdzi k zasahu do Zivotniho prostfedi a tim dal§imu vlivu ¢lov€ka na ekosystém,
proto je nutné tento vliv zvazit (Volf a Hordk, 2007).

Napadnuti zvifat helminty znamena velkou zatéz pro zdravi jedinci a vede
k velkym ztratam zvifat a sniZeni jejich produktivity. Proto by Uspé$na terapie zvitat
méla dodrZzovat kombinaci zoohygienickych opatfeni a vyuZiti rozsihlé skupiny

riznorodych 1é¢iv ze skupiny anthelmintik (Duchacek a Lamka, 2008).

2.1.1 BENZIMIDAZOLY

Skupina benzimidazolovych anthelmintik aktualné patfi mezi nejrozsahlejsi
vyvoje Cervll a to vajicka, larvy 1 dospélé jedince. U nékterych benzimidazola
nalezneme kromé¢ antinematodni aktivity 1 aktivitu antitrematodni a anticestodni.
Vyjimeéné miZzeme pozorovat aktivitu antimykotickou, ktera ovliviiuje rychlost
rozkladu hnoje na pastvinach (McKellar, 1997; Duchacek a Lamka 2014).

K benzimidazolovym anthelmintikiim, které¢ se vyuzivaji ve veterinarni praxi
fadime: fenbendazol, albendazol, flubendazol, mebendazol, tiabendazol, triklabendazol

a oxibendazol. (Duchécek a Lamka, 2008).



Utinek téchto 1é¢iv spoéiva v blokovani syntézy B-tubulinovych subjednotek
mikrotubul v bunikdch parazita, coz vede k zastaveni bunééného déleni v metafézi.
Také brani vstupu glukézy do bunck, ¢imz dochazi ke snizeni produkce glykogenu
a ATP. Tyto procesy rozvrati mimo jiné energeticky metabolismus, udrzovani tvaru
buiky, bunéény pohyb, vyluovani a jiné. Vysledkem je destrukce organismu helminta
(Duchacek a Lamka, 2008).

Nevyhodou benzimidazoli je jejich ztizena absorpce z gastrointestindlniho
traktu, maji totiz velmi nizkou rozpustnost ve vod¢. Tento problém lze feSit podanim
1é¢iv spolecné s potravou. Absorbované 1é¢ivo podléha jaterni biotransformaci.
Vylucovani probiha ve vétsi mife zluci (vétSina benzimidazold). Nicméné albendazol
ma schopnost se vylucovat, jak Zlu¢i, tak 1 moci (Maddison et al., 2008).

Nékteré benzimidazoly (fenbendazol, febantel, albendazol) maji teratogenni
ucinky, nicméné byly pozorovany pouze v kritické fazi vyvoje plodu. Rozsah
teratogennich ucinka byl dan davkou léciva a druhem zvitete (Maddison et al., 2008;

Makawy et al., 2000).

2.1.2 ALBENDAZOL

Albendazol je Sirokospektré benzimidazolové anthelmintikum vyvinuté v roce
1973 spolecnosti Smith Kline & French. Jedna se o dilezité antiparazitikum vyuZivané
dostupnych benzimidazold. Uéinkuje proti hlisticim, motolicim, tasemnicim a prvokiim
hospodaiskych zvifat. Ma ovocidni ucinky, ¢imZ snizuje kontaminace pastvin
(Maddison et al., 2008).

Albendazol se velmi rychle metabolizuje v jatrech. V disledku sulfidové
oxidace albendazolu vznikaji dva metabolity (Obr. 1). Primdrni metabolit je
enantiomerni albendazol sulfoxid (ABZSO). Je znamy jako ricobendazol a pfisuzuje se
mu hlavni anthelmintickd ucinnost. Sekundarnim metabolitem je albendazol sulfon

(ABZSO0:,), u kterého anthelmintické ¢innost nebyla prokdzana (Horvat et al., 2012).
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Obrazek 1 Metabolické piremény albendazolu (Dayan, 2003)

ABZSO se v organismu vaze ze 70 % na bilkoviny krevni plazmy a dobfe se
v organismu distribuuje. Nejcastéji je detekovan v moci, zluéi, jatrech, v nitrech cyst
1 v cerebrospinalni tekutiné. LécCivo se hlife absorbuje ze zaZivaciho traktu, vzhledem
k nizké rozpustnosti ve vod€. U dobytka se vstiebava pouze 50 % perordlné podavané

davky (Bloom et al. 2013; Seidlova, 2013).

2.1.3 REZISTENCE NA ANTHELMINTIKA

Anthelmintickou rezistenci lze definovat jako geneticky pifenaSenou ztratu
citlivosti na lé¢iva v populacich helmintt, ktefi byli dfive na tato 1éciva citlivi. Zasadni
problém vznikl, kdyZ se anthelmintika zacala podavat v neoptimalnich davkéch a ¢asto
dochézelo ke kontinudlnimu uZivani pouze jedné tiidy 1éciv (Ihler et al., 2010). Tento
neuvazeny zpisob podavani anthelmintik, hlavné u hospodatskych zvirat, vedl
k rapidnimu vzrlstu prevalence rezistence na dnes dostupnd anthelmintika (Kaplan
et al., 2012).

V dnesni dobé byl zaznamenan vyskyt rezistence na vSechny tfidy

Sirokospektrych anthelmintik, ktera jsou k dispozici, véetné vyskytu multirezistence.
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Rezistentni populace hlistic jsou detekovany u vSech ptirozen¢ se pasoucich druhi ovet,
koz, skotu a koni (Ihler et al., 2010).

U helminta plati, ze ¢im castéji se dostavaji do kontaktu s anthelmintiky, tim
nastavad véEtsi pravdépodobnost vyvoje rezistence. Pii kontaktu s anthelmintikem
dochazi k usmrceni vétSiny helmint senzitivnich na dané 1écivo. Mald ¢ast helmintt
dokédze prezit, nadadle se mnozit a svymi geny pfispét k pfiSti rezistentni generaci
(Sangster, 1999).

Problém anthelmintické rezistence by potenciondlné mohly vyfeSit nové
anthelmintické tfidy s novymi mechanismy uc¢inku, avSak vyvoj novych I€ki je

finan¢né€ naro¢ny (Kaplan et al., 2012).
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2.2 EKOTOXICITA VETERINARNICH LECIV

Vyvoj novych veterinarnich 1é¢iv za poslednich 40 let umoznil chrénit zdravi
hospodaiskych, domacich a divokych zvifat. Veterinarni 1€¢iva hraji dtlezitou roli
v zemed¢lstvi, udrzitelnosti a vyrobé cenové dostupnéjSich a kvalitnéjSich potravin
(Boxall et al., 2005).

Prestoze se vedlejsi ucinky 1é¢iv na zdravi lidi a zvifat obvykle testuji
v dikladnych studiich bezpecnosti a toxicity, potencidlni dopady vyroby a pouzivani
1éCivych piipravkl na zivotni prostiedi jsou méné znamé. Vzhledem k samotné povaze
1é¢iv mohou mit nezamyslené ucinky na zvifata, mikroorganismy i rostliny v zivotnim
prostiedi (Boxall, 2004).

Veterinarni 1é¢iva se tedy mohou vylucovat do zivotniho prostiedi ve formé
puvodnich sloucenin nebo metabolitli, které si mohou zachovat aktivitu (Horvat et al.,
2012).

Po uvolnéni do zivotniho prostfedi dochazi k transportu a distribuci znecist'ujici
latky do vody, ptdy, sedimentli a bioty. Uvoliiovani 1é¢iv do Zivotniho prostiedi probiha
riznymi cestami. Antibakteridlni latky vyuzivané v akvakultufe se pfimo uvoliuji
do povrchovych vod. Veterinarni 1€Civé piipravky pouzivané k oSetfeni zvifat
na pastvinach se vylucuji do pid nebo povrchovych vod. Pfi intenzivnim oSetfeni
hospodarskych zvifat se tyto léky pravdépodobné dostanou do Zivotniho prostiedi
nepiimo aplikaci hnoje. Mezi minoritni cesty vstupu patii emise do ovzdusi a likvidace

nepouzitych Iéki a obaltl (Obr. 2) (Boxall et al., 2004; Boxall et al., 2006).

Veterindrni l&civa

Hospodarska zvifata Vyrobni procesy
¥
v Mevhodna likvidace
Hn;j Alvakultura
v v ¥
Hnojeni » Plda »  odni prostiedi [

Obrazek 2 Znazornéni moznych pfic¢in kontaminace zivotniho prostfedi. Upravené a pielozené
z Boxall et al., 2004
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Kontaminanty podléhaji chemické a fotochemické biodegradaci, ktera ptispiva
k jejich eliminaci nebo reaguji s jinymi slouceninami v Zivotnim prostiedi.
Koncentrace kazdé¢ z téchto slouCenin je urCovana fadou faktorti a procesii, véetné
fyzikéalné-chemickych vlastnosti samotnych slou¢enin. Na koncentraci sloucenin se také
podili charakteristika prostfedi a klimatické podminky exponované oblasti (Boxall et
al., 2004).

Metabolity a transformované slouceniny v zivotnim prostiedi spolu s parentni
latkou predstavuji hrozbu pro vodni a suchozemské prostiedi spojenou s poskozenim
necilovych organismu (Bartikova et al., 2016).

Utinky kontaminantti z 1é&iv byly zaznamenany na fyziologii hmyzu, ristu
vodnich rostlin nebo vyvoji rezistence mikroorganismili. Dale byl také pozorovan vliv
na rozklad hnoje. JelikoZ o dopadech 1é¢iv na Zivotni prostiedi a interakcich rtiznych
sloucenin je zndmo jen velmi malo, mélo by se preventivné snizovat uvoliiovani téchto
latek. Snizovani koncentrace 1é¢iv a jejich metabolitd v zivotnim prostiedi mize
pomoci separace 1é€enych zvifat od neléCenych, spravné odstrafiovani nepouzitych léciv
a nadob, vhodné uchovévani hnoje nebo poradentstvi o spravnych zptisobech podavéani

veterinarnich 1€¢iv poskytované chovatelim (Boxall et al., 2004).

2.2.1 EKOTOXICITA ANTHELMINTIK

Veterinarni 1é¢iva k 1écb¢é a prevenci nemoci u zvifat predstavuji vyznamny
zdroj  zneciSténi  zivotntho  prosttedi v disledku  intenzivni produkce
v zemédé€lstvi a akvakultute. Do Zivotniho prostfedi vstupuje Siroka Skala veterinarnich
1é¢ivych piipravkd, véetné anthelmintik (Bartikova et al., 2016).

Cetné ekologické studie dokumentovaly piitomnost anthelmintik a jejich
metabolitd v povrchovych, podzemnich a odpadnich vodach, piidach a sedimentech.
Vzhledem k témto poznatkiim je v soucasné dobé& kontaminace zivotniho prostiedi
pfedmétem intenzivnich studii. Anthelmintika mohou byt dilezitymi akutnimi
a chronickymi stresory pusobicimi na mnohé organismy, vcetné rostlin (Raisova
Stuchlikova et al., 2018).

Dalsi studie se zaméfily na studium uc¢inkii a osudu anthelmintik v rostlinach.
Utinky vybranych anthelmintik byly studovany napiiklad na jitroceli kopinatém
(Plantago lanceolata), zvonku okrouhlolistém (Campanula rotundifolia) nebo rakosu

obecném (Phragmites australis). VSechny uvedené rostliny byly schopny anthelmintika
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absorbovat, biotransformovat na metabolity a ulozit ve svych bunkach (Stuchlikova et

al., 2018; Raisova Stuchlikova et al., 2018; Podlipna et al. 2013).
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2.3 JETEL LUCNI

Jetel lucni (Trifolium pratense, Obr. 3) patti do Celedi bobovité (Fabaceae). Je
to bézny druh rostliny, kterd roste hojn¢ po celém svét€é nejvice vSak v mirném
a subtropickém pasu severni polokoule. U nas roste piedev§im na lukach a pastvinach.
Vhodné jsou pro néj hluboké, na ziviny bohaté, suché az mirné¢ vlhké ptudy. Kromé
toho, ze velmi efektivné zlrodnuje pidu ma také velky vyznam jako picnina bohata
na bilkoviny. Jetel zaroven fadime mezi dulezité medonosné byliny a také je velmi
oblibeny i v lidovém 1é¢itelstvi (Hrones, 2008; SalviaParadise, 2021).

Jetel patii mezi vytrvalé rostliny s dlouhym mohutnym vétvenym kotenem
a pfimymi az vystoupavymi lodyhami. Rostliny dortstaji vySky az jednoho metru.
Nejcastéji na rostliné najdeme trojcetné fapikaté listy. Jednotlivé listky jsou okrouhlé
s bilou pilmeésicovitou kresbou a kratkymi fapiky. Velmi vzacné kvete bélavou barvou,
nejcasteji vSak uvidime rizové, prisedlé kvéty s asymetrickym kalichem. Plodem je

lusk otvirajici se vickem (Hrones, 2008; Deyl a Hisek).

Obrizek 3 Jetel luéni (Trifolium pratense) (Stiedisko LISAK Neratovice, 2019)

Jetel hraje dilezitou roli zejména v zemédélstvi, a to diky své schopnosti

obohacovat ptdy o dusik fixovany z ovzdusi (Hejduk, 2012). Touto vlastnosti disponuje
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mnoho rostlin z ¢eledi bobovitych, rostliny ji ziskaly symbidzou s bakteriemi rodu
Rhizobium. Bakterie Zijici v symbioze s rostlinami obvykle ziskavaji energii pfeménou
organickych latek z prostiedi. Hostitelské rostliny nékterym bakteriim poskytuji
organické latky (Mollerova, 2006; Kubat, 2012).

Téchto vyhod si v minulosti hojn¢ vSimali zeméd¢€lci a po nové domestikaci
v 16. stoleti se stal jetel velmi vyuZivanou picninou. Upadek v péstovani nastal
az v poloviné minulého stoleti, kdy se rozmohla vyroba pramyslovych dusikatych
hnojiv, avSak v poslednich letech se zdjem o péstovani jetele opét vratil. Hlavnim
divodem byl zdkaz krmeni hospodaiskych zvifat masokostni mouckou. Timto krokem
doslo ke zvySeni ceny rostlinnych bilkovinnych krmiv a tim k vyhledavani levnéjSich
a efektivnéjSich alternativ. Oblibenou rostlinou se jetel stal 1 v ekologickém
zemédelstvi, kde péstované plodiny nesméji byt hnojeny dusikatymi mineralnimi

hnojivy (Hejduk, 2012).
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2.4 BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK U ROSTLIN

Rostliny jsou otevienym systémem, ktery komunikuje s okolnim prostfedim.
Kromé latek nezbytnych pro jejich vyvoj je ovliviuji 1 latky cizorodé, které maji riiznou
povahu a plivod. K témto cizorodym latkdm patii 1 xenobiotika. V prabéhu vyvoje
rostlin se evolucnimi procesy vyvinuly obranné mechanismy umoziujici do jisté miry
chranit organismy pied plsobenim téchto latek. U zivoCicht a mnohych
mikroorganismil jsou mechanismy odbouravani xenobiotik dobie znamy, u rostlin tomu
tak neni. Zpiisob vstupu a transport xenobiotik nebyl doposud zcela osvétlen. Rostliny
eliminuji toxickou latku uskladnénim do kompartmentd, kde tolik neskodi. Nicméné
nezadouci latku musi chemicky pozménit, aby ji viibec mohly transportovat a uskladnit
(Vangk et al., 2017).

Jakmile xenobiotikum vstoupi do rostlinné¢ tkdné, podléhd biochemickym
reakcim. Rostliny obsahuji enzymatické systémy, které odstranuji a detoxikuji
kontaminujici latky (Schaffner et al., 2002).

Podle typu reakci a zapojenych enzymatickych systému lze detoxikacni reakce
rozdelit do tii krokt (Sandermann, 1992).

1. Faze I zahrnuje pfeménu / aktivaci (oxidaci, redukei a hydrolyzu) lipofilnich
xenobiotickych sloucenin.
2. Faze Il zahrnuje konjugaci xenobiotickych metabolitl faze I nebo parentni latky

s endogennimi hydrofilnimi molekulami, jako jsou cukry, aminokyseliny,

organické kyseliny a glutathion.

3. Ve fazi III (uskladnéni, kompartmentace) mohou byt vzniklé konjugaty
xenobiotik uskladnény ve vakuoldch nebo v bunécéné sténé (Coleman et al.,

1997).
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2.5 ANTIOXIDACNI SYSTEM ROSTLIN

Nepftiznivé vlivy vnéjsiho prostiedi zdvazné ohrozujici rostlinu oznacujeme jako
stresové faktory (stresory). Rostliny jsou v zivotnim prostfedi vystavovany rtiznym
stresovym faktorim, které ovliviiuji jejich normalni funkce. Neptiznivé ucinky
pfispivaji k akumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS), které vznikaji v organelach
rostlinnych bunék s vysokou oxida¢ni metabolickou aktivitou (Mittler, 2002). Mezi
ROS patfi volné radikaly jako jsou singletovy kyslik (!02), superoxid (O2), peroxid
vodiku (H202) nebo hydroxylovy radikal (OH™-) (Anjum, 2016).

Rostliny si proto vyvinuly obranné mechanismy proti oxida¢nimu poskozeni,
které se aktivuji béhem stresu a reguluji toxické hladiny ROS. Rovnovahu
mezi produkci a detoxikaci ROS udrzuji enzymatické a neenzymatické antioxidacni
systémy (Mittler, 2002; Gill a Tuteja, 2010).

Enzymatické antioxidaéni systémy v rostlindch obecné zahrnuji katalazu (CAT),
superoxiddismutazu (SOD), askorbatperoxiddzu (APX), peroxidazu (POX),
glutathionperoxiddzu (GPX), glutathionreduktdzu (GR), glutathion-S-transferdzu
(GST), monodehydroaskorbatreduktazu  (MHDAR),  dehydroaskorbatreduktazu
(DHAR) a guajakolperoxidazu (GOPX) (Ruifen et al., 2021).

Neenzymatické antioxidacni systémy zahrnuji nizkomolekularni metabolity
v rostlinach, jako jsou kyselina askorbovd (AsA), glutathion (GSH), fenolové
slouceniny, alkaloidy, aminokyseliny a tokoferoly (Ruifen et al., 2021).

2.5.1 VYBRANE ANTIOXIDACNI ENZYMY

Ze vSech antioxidacnich enzymil jsme se zaméfili pouze na enzymy CAT, SOD,

APX, POX, GPX, GR a GST.

2.5.1.1 KATALAZA

CAT je tetramerni enzym obsahujici prostetickou skupinu hem. Ochranné
funkce enzymu jsou lokalizovany nejhojnéji v peroxisomech, v men$im mnoZstvi se
nachazi v glyoxysomech a dalSich organelach, ve kterych plisobi enzymy tvofici H2O>
(Dat et al., 2000).

CAT katalyzuje rozklad H>O> na vodu (H2O) a O,. Ochranuje tak rostliny
pted Skodlivymi vlivy H202, ktery mtize vznikat pii fotorespiraci pfi oxidativnim stresu

v peroxisomech (Willekens et al., 1997; Borgeraas a Hessen, 2000). Dalo by se tedy
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usuzovat, ze zvysena aktivita CAT odrazi miru fotorespirace v peroxisomech (Sekmen
etal., 2012).
2H>O02 — 2H20 + O3

V piirod¢ existuji tfi izoformy CAT, kdy kazda disponuje odlisSnou funkci:
CATI1 odstraiiuje H2O», ktery vznikd béhem fotorespirace; CAT2 muze hrat roli
v lignifikaci, avSak jejich biologicka funkce zlistava doposud nezndma; CAT3 eliminuje
H>0» vznikajici v glyoxysomech béhem degradace mastnych kyselin (Ahmad et al.,

2010).

2.5.1.2 SUPEROXIDDISMUTAZA

SOD pattici do skupiny metaloenzymii tvoii prvni linii obrany proti ROS.
Ptedstavuje jednu z hlavnich enzymatickych slozek detoxikace superoxidovych radikalt
generovanych v biologickém systému (Gill et al., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze patii do skupiny metaloenzymi rozdéluje se v zavislosti na
kovovém kofaktoru do tfech typti: Fe-SOD lokalizovan v chloroplastech; Mn-SOD
lokalizovan v mitochondriich, peroxisomech, a apoplastu; CuZn-SOD lokalizovan
v chloroplastech, peroxisomech a cytosolu (Del Rio et al., 2002).

Rozmisténi, distribuce a regulace riznych SOD jsou organizovany adapta¢nim
mechanismem na oxidacni stres. Funkci SOD je ochrana pted cytotoxickym radikalem

0.~ pfeménou na Oz a H20: (Perez-Lopez et al., 2009).

0, +0, "+ 2H"— 2H,0, + O3

2.5.1.3 ASKORBATPEROXIDAZA

APX hraje velmi dilezitou roli v ochrané buné¢k proti ROS. Enzym je lokalizovan
v chloroplastech, mitochondriich a cytosolu rostlinnych bunék, ze kterych odstranuje
H>0». Funkce APX se ovSem neobejde bez askorbatu (AsA), ktery vyuziva jako donor
elektronti k redukci H>O; na H>O. Dalsi produkt, ktery touto reakci vznika je
monodehydroaskorbat (DHA) (Asada, 1992).

H>O, + AsA — 2H,O + DHA
Zminéné reakce se Ucastni askorbat-glutathionového cyklu (AsA-GSH) (Saed-

Moucheshi et al., 2014), ktery je hlavni cestou antioxida¢ni obrany detoxikace H>O»
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v rostlinné bunice. AsA-GSH se sklada ze ctyt enzymt (APX, MDHAR, DHAR a GR)
a dvou antioxidantli (AsA a GSH). Prvnim enzymem cyklu je APX, ktery detoxikuje
H>0;, pomoci AsA, za vzniku H>O a monodehydroaskorbatového radikalu (MDHA).
MDHA je bud’ pfimo redukovan zpét na AsA pomoci MDHAR, nebo 2 molekuly
MDHA samovoln¢ dismutuji na AsA a DHA. DHA je redukovdn na AsA pomoci
DHAR =za vzniku glutathion disulfidu (GSSG). GSSG je redukovan GR
a zaroven dochazi k oxidaci nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH). Pokud by
DHA nebyl redukovan DHAR mohl by byt nevratné hydrolizovan na kyselinu
2,3-diketogulonovou (Pandey et al., 2015).

Kromé¢ APX odstranuje H>O; 1 enzym CAT. Vyhodou je nezavislost CAT
na ptritomnosti AsA jako donoru elektronti. OvS§em APX je Siroce distribuovan a ma
lepsi afinitu k H20», timto se stava u¢innéjS$im zachycovacem H2O:; nez CAT (Das

a Roychoudhury, 2014).

2.5.1.4 PEROXIDAZA

POX jsou enzymy patfici mezi oxidoreduktazy, coZ znamend, ze katalyzuji
reakce, ve kterych dochazi k vyméné elektronti mezi jednotlivymi substraty (Asada,
1992). Ve své struktuie obsahuji hem a jsou slozeny z jednoho peptidového fetézce.
Lokalizovany jsou ve vakuolach, bunécnych sténach a cytosolu (Vaseva et al., 2012).

POX spole¢né s enzymy CAT a APX odbouravd H20:2 (Vicuna, 2005). Zvysené

Mrve

z membran spusténé zvysenou koncentraci H>O> (Huseynova, 2012).

2.5.1.5 GLUTATHIONPEROXIDAZA

GPX patti do velké skupiny rliznorodych enzymu tucastnicich se AsA-GSH
cyklu (Mittova et al., 2003).

K redukci H>O» a detoxikaci produktti lipidové peroxidace vyuziva GSH, ktery
se fadi mezi nejvyznamnéjsi Cinitele antioxidacniho obranného systému buiiky. Timto
mechanismem pomaha chranit rostlinné buiiky proti oxidativnimu stresu. GPX tedy

katalyzuje rozklad H>O> na H>O a zaroven oxiduje GSH (Ahmad et al., 2008).

2GSH + H,O,; — GSSG + 2H,0
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Hlavni funkci rostlinnych GPX je zabranit oxidaénimu poskozeni a nasledné

programované bunécné smrti v disledku stresu (Chen et al., 2004).

2.5.1.6  GLUTATHIONREDUKTAZA

GR patii do skupiny enzymu oxidoreduktdz zavislych na NADPH. Jako soucést
drahy AsA-GSH hraje GR dilezitou roli pii detoxikaci ROS, regeneraci GSH
a zvySovani tolerance vici abiotickému stresu u rostlin. Katalyzovanim redukce GSSG
na GSH s doprovodnou oxidaci NADPH ucinné udrzuje spravnou redoxni rovnovahu
v bunikach (spravny pomér GSH/GSSG) (Gill et al., 2013; Saed-Moucheshi et al.,
2014).

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP"

Ackoli se GR nachézi v chloroplastech, cytosolu a mitochondriich vét§ina jeho

aktivity v rostlinnych tkanich je lokalizovana v chloroplastech (Gill et al., 2013).

2.5.1.7 GLUTATHION-S-TRANSFERAZA

Rostlinné GST patti do skupiny intracelularnich enzymut podilejicich se na riznych
mechanismech uvnitf bunék, jako je primdrni a sekunddrni metabolismus, stresové
odpovédi, regulace apoptdzy, detoxikace herbicidli a ochrana rostlin pied xenobiotiky
(Estévez a Hernandez, 2020). GST vyskytujici se v rostlinach jsou vétSinou cytosolické.
(Pascal a Scalla, 1999).

Tato velka skupina enzymi se podili na odstranéni nebezpe¢nych elektrofilnich
xenobiotickych substratli (RX). Reakce probihd jako konjugace RX s tripeptidem
glutathionem (Marrs, 1996).

RX + GSH — HX + R-S-G
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2.6 ROSTLINNE PIGMENTY

Zdravotni stav rostlin lze charakterizovat pomoci intenzity fotosyntézy, kterou
vyuzivaji fotoautotrofni organismy. Fotosyntéza je soubor procest, které¢ preménuji
energii zafeni na energii chemickou. Pro fotosyntézu jsou vyznamné fotosynteticky
aktivni barviva, kterd absorbuji elektromagnetické zafeni. Mnozstvi pigmentu
rostliny, vyvojové stadium, minerdlni vyziva a podminky rastu (rozdil mezi stinnymi
a slunnymi listy). Stav fotosyntetického aparatu tedy urcuje obsah a sloZzeni pigmentu.
Fotosyntetické pigmenty se rozdé€luji do dvou skupin, a to na zelené chlorofyly a zluté,
oranzov¢ az cervené karotenoidy (Gloser, 2012).

Mnozstvi pigmentl v rostlindch Ize stanovit riznymi zplsoby. Jednim
ze zpusobil je destruktivni metoda zalozend na extrakci barviv z pletiv a jejich nasledné
spektrofotometrické méteni. Druhou metodou je stanoveni pomoci optickych pfistroju,

chlorofylmetrti nebo ze snimka dalkového prizkumu Zemé (Gholizadeh et al., 2015).

2.6.1 VYBRANA ROSTLINNA BARVIVA

2.6.1.1 CHLOROFYL

Chlorofyl patii mezi nejcastéji se vyskytujici pigmenty, které jsou obsazeny
v rostlinach, sinicich a n&kterych druzich fas. Absorbovanou energii vyuZziva k syntéze
sacharidli z oxidu uhli¢itého a vody. V bilém svétle, které na néj dopadd, ma zelenou
barvu. Chlorofyly se déli ne n¢kolik forem (a, b, ¢, d, e, a f), nicméné nejznamé;si
a zaroven nejdulezitéjsi je chlorofyl a a b. Rozdil mezi témito chlorofyly je pouze

v chemickém slozeni (Obr. 4) (Paarek et al., 2017).
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Chlorofyl & Chlorofyl b

Obrazek 4 Vzorec chlorofylu a a b (Croft a Chen, 2018)

Na obsah chlorofylu v pletivech rostlin maji vliv abiotické a biotické faktory,
minerdlni prvky ¢i hnojiva. Tyto faktory limituji intenzitu fotosyntézy a tim 1 dalsi
biochemické pochody v rostling, véetné ochrannych mechanismt (Guidy et al., 2019).

Urceni mnozstvi chlorofylu v rostlindich ma mnoho vyznami. Jeho stanoveni
lze pouzit jako indikator fotosyntetické aktivity a tim 1 celkového zdravotniho stavu
rostlin, ke zjiSténi a hodnoceni stresu, zkoumani fyziologie nebo mulze slouzit jako

indikator nutricniho stavu rostlin (Zemek et al., 2014).

2.6.1.2 KAROTENOIDY

Karotenoidy patii mezi druhé nejvice se vyskytujici rostlinné pigmenty na Zemi.
Jejich syntéza probihd ve vSech fotosynteticky aktivnich a né€kterych nefotosynteticky
aktivnich organismech (Hopkins a Huner, 2008). Karotenoidy jsou fazeny mezi vedlejsi
svétlo sbérné pigmenty, které zachycuji energii slune¢niho zafeni ve fotosynteticky
aktivnich organismech. Jejich hlavni funkce spociva v zachytavani slune¢niho zéteni
o vlnové délce v rozmezi 450-570 nm (Pan et al., 2011).

Chemické vlastnosti podmifniuji rozdéleni karotenoidii na dvé skupiny. Prvni
skupinou jsou karoteny, vyznacujici se oranzovym az cervenym zbarvenim. Druhou
skupinu jsou xantofyly, typické Zlutou pigmentaci. Mezi nejvyznamné;jsi karoteny patii
B-karoten, a-karoten a lykopen, mezi xantofyly fadime lutein a zeaxantin (Hopkins
a Huner, 2008). Rostlinné pimenty karotenoidli jsou syntetizovany de novo pouze

v plastidech (Rodriguéz-Concepcion, 2010).
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Tvorba karotenoidii u rostlin je velmi dualezitd kvili jejich antioxida¢nim
vlastnostem. U karotenii je antioxidacni funkce pfipisovana pievazné p-karotenu

(Obr. 5). Ze skupiny xantofyll je to zeaxantin (Obr. 6) (Havaux et al., 2007).

Obrazek 6 Vzorec zeaxantinu (Shutterstock, 2021)

Karotenoidy lze tedy zaradit nejen mezi fotosyntetické pigmenty, ale 1 mezi
antioxidanty, které se podileji na zhaSeni tripletnich excitovanych stavii chlorofylu
(3Chl*) a dalsich Skodlivych radikald, ¢&imz zvySuji preziti rostlin v riznych

klimatickych podminkach (Alboresi et al., 2011; Burton a Ingold, 1984).
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3. CIL PRACE

Cilem této prace bylo zjistit vliv anthelmintika ABZ na vybrané antioxida¢ni

enzymy a rostlinné pigmenty jetele luéniho (77ifolium pratense) v zivotnim prostredi.
Dosazeni cile zahrnovalo:
- Ovlivnéni jetele luéniho ABZ

- Zpracovani rostlinného materidlu (listll) do podoby subcelularnich frakci
a extraktl

- Stanoveni koncentrace bilkovin u kontrolnich a ovlivnénych vzorki

- Stanoveni aktivity vybranych antioxidacnich enzymi CAT, SOD, APX,
POX, GPX, GR a GST u kontrolnich a ovlivnénych vzorki

- Stanoveni koncentrace rostlinnych pigmenti u kontrolnich a ovlivnénych
vzorki

- Vyhodnoceni a statistické zpracovani vysledki
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 CHEMIKALIE A REAGENCIE
1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) (Penta)

Anilin (Sigma)

Coomassie Brilliant blue G-250 (CBBG) (Sigma)
Dithiothreitol (DTT) (Fluka)

Glutathion (GSH) (Kochlight Laboratories)

Glutathion disulfid (GSSG) (Sigma Aldrich)
Glutathionreduktaza (GR) (Sigma)

Guajakol (Sigma Aldrich)

Hoveézi sérovy albumin (BSA) (Sigma Aldrich)

Kyselina askorbovéa (Penta)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma Aldrich)
Molybdenan amonny (Lachema)
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat redukovany (NADPH) (Sigma Aldrich)
Phospate buffered saline (PBS) (Sigma)

Polyvinylpyrolidon (PVP) (Sigma Aldrich)

Pyrokatechol (Lachema)

T-butyl hydroperoxid (Sigma Aldrich)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan hydrochlorid (TRIS HCI) (Penta)

4.2 PRISTROIJE

Analytické vahy, Scaltec
Automatické pipety Eppendorf
Centrifuga, Biofuge Stratos Heraeus
Homogenizator, MP Fast Prep

Magnetické michadlo, IKA Color Squid Wildcat Stirrer
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pH metr, WTW InoLab
Spektrofotometr, Tecan infinite M200
Spektrofotometr, Tecan Spark

Stolni tfepacka, Minishaker MS2
Thermomixer, Eppendorf comfort
Ttepacka, Heidolph

Ultrazvukovy homogenizator, Bandelin Sonoplus HD 2070

4.3 PROGRAMY

Pocitacovy program i-control
Microsoft Excel

GraphPad Prism 9.0.2

4.4 PRIPRAVA BIOLOGICKEHO MATERIALU

4.4.1 PESTOVANI ROSTLIN JETELE LUCNIHO

Ovlivnéni rostlin jetele luénitho ABZ probihalo ve zcela pfirozenych
environmentalnich podminkach. Experiment se uskute¢nil v zemé&délském druZstvu
v Bysti (Zemédélska akciova spolecnost Byst, 533 22 Byst' 169), kde byly splnény
podminky pro péstovani vybranych rostlin (Obr. 7). Zpracovani vzorkli a jejich
nasledné studium bylo provedeno na katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci kralové.

Diplomovéa prace je rozdélena na dvé ¢asti mezi roky 2019-2020. Prvni cast
studie probihala na jate 2019, kdy byly 27.2. ovlivnény prvni rostliny jetele ABZ
ve dvou koncentracich s naslednym sbérem vzorkil v kvétnu téhoz roku. Dale probihalo
zpracovani odebranych vzorkii. Druhé ¢ast probihala v roce 2020. Piiprava rostlin byla
identicka s ptedchéazejicim rokem, aZz na aplikaci trusu ovci lé€enych ABZ, ktera

probéhla 2.3.2020.
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Obrazek 7 Experimentalni pole v Bysti
4.42 PRIPRAVA TRUSU

Trus pro experiment s ABZ mé charakter smésného vzorku. Pochazi od deseti
samct ovci (Ovis aries) s maximalnim vékem jednoho roku. ABZ byl ovcim podan
preventivné v davce 10 mg/kg zivé hmotnosti. Kazda ovce byla samostatné ustajena.
Trus byl sbirdn po dobu 24 hodin od podani a celkovd hmotnost sbirané¢ho trusu byla
5 kg. Pomoci kvartace byl vybran reprezentativni vzorek (Obr. 8), ktery byl aplikovan

na experimentalni pole. Zbytek vzorku byl zamrazen na teplotu -20 °C.

Obrazek 8 Vzorky trusu s ABZ ptipravené pro aplikaci k rostlinam jetele lu¢niho
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4.4.3 APLIKACE TRUSU

V prvni ¢asti studie bylo trusu vystaveno osm rostlin jetele lucniho. Celkem
vznikly dvé skupiny rostlinnych vzorkd. Prvni skupina ¢itala Ctyfi rostliny a ke kazdé
rostlin¢ bylo aplikovano 35 g trusu (Obr. 9) o obsahu 14 pg ABZ. Druha skupina citala
taktéz Ctyfi rostliny, ale bylo aplikovano vétsi mnozstvi trusu a to 105 g s obsahem
42 ng ABZ. Trus byl aplikovan jednotlivé, ke kazdé centralni rostling (Obr. 10).

Vzhledem ktomu, ze prvni Cast studie byla pilotni, pocitalo se s dalSimi
moznymi Upravami provedeni experimentu. Proto u druhé casti doSlo ke zmeéné
mnozstvi aplikovaného trusu. Centralni rostliny byly hnojeny pouze 105 g trusu
s obsahem 42 pg ABZ. Pocet rostlin byl ve skupiné¢ zachovan. Obé casti studie
obsahovaly 1 kontrolni vzorky rostlin, které nebyly ovlivnény ABZ.

Obrazek 9 Trus aplikovany k rostling jetele lu¢niho o hmotnosti 35 g

O 35 g =14 pg ABZ

70 cm

O
P @ @ 105:-12482
. 70 cm . .

Obrazek 10 Umisténi centralnich rostlin jetele lucniho na experimentalnim poli a aplikace trusu
s obsahem ABZ
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4.4.4 VZORKOVANI ROSTLIN

Vzorkovani rostlin probihalo pfed prvni se¢i. Divodem tohoto postupu byla
snaha co nejvérnéji napodobit ,,sklizeni* rostlin, které jsou nasledn¢ vyuzity jako
krmivo pro hospodatské zvirata. Odebrani vzorki tedy probihalo jako simulace seceni
tzn. odstfihnuti celé rostliny 3 cm od zemé. Rostliny byly ukladdny na suchy led
a nasledné uskladnény pifi -80 °C. Ztakto pfipravenych rostlin byly vytvofeny
subcelularni frakce a extrakty pro méfeni aktivity antioxidacnich systému a pigmentt

Jetele luéniho.

4.4.5 PRIPRAVA PUFRU PRO IZOLACI SUBCELULARNICH FRAKCI

Pred ptipravou subcelularnich frakei bylo nutné vytvofit zasobni pufr urceny
k ptipravé pufru pro izolaci subcelularnich frakci. Zasobni 50 mM Na-fosfatovy pufr
pH=7 byl ptipraven z:

- 500 ml 50 mM Na;HPO4-12H20 tj. 8,95 g / 500 ml

- 250 ml 50 mM NaH;PO4-2H20 tj. 1,95 g/ 250 ml

Oba roztoky byly slévany za stalého michani na magnetické michacce do dosazeni
pozadovaného pH=7.
Pufr pro ptipravu subcelularnich frakei z rostlinnych vzorkt byl pfipraven z:
- 200 ml 50 mM Na-fosfatového pufru pH=7
- 2gPVP
- 77mgDTT
- 6mg EDTA

Vsechny navazené chemikalie byly rozpustény v Na-fosfatovém pufru pomoci

magnetické michacky. Vznikly pufr byl pfelity do zdsobni lahve a uchovavan v lednici.

4.4.6 PRIPRAVA SUBCELULARNICH FRAKCI

Pro ptipravu subcelularnich frakci byly pouzity pouze listy rostlin. Jednotlivé
rostliny ovlivnéné ABZ byly vytaZzeny z mrazicich boxti a ihned zpracovany pomoci
tteci misky s tlouckem, kde byly listy rostlin rozmélnény a zhomogenizovany
na suchém ledu. Vzorky byly pfendany na misky a zvazeny. Nasledné byl material
pirendan do centrifugacnich kyvet spolecné s pufrem ur¢enym k izolaci subceluldrnich

frakci zrostlin. Takto vytvofeny roztok byl zhomogenizovany ultrazvukovym
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homegenizatorem a zcentrifugovany (stoc¢eni pii 20 000 g, 30 min pii 4 °C). Vznikly
supernatant byl v chladu promichany na magnetické michacce a nasledné rozpipetovany
analytickou pipetou do pfedem piipravenych a popsanych plastovych zkumavek
Eppendorf. Kazd4a zkumavka obsahovala 0,5 ml supernatantu. Poslednim krokem bylo

zmrazeni rozpipetovaného supernatantu na -80 °C.

4.4.7 STANOVENI KONCENTRACE BILKOVIN PODLE BRADFORDOVE

Ke stanoveni koncentrace proteini v rostlinach byla vyuzita metoda podle
Bradfordové. Princip stanoveni spocivd v navazani proteini na CBBG v kyselém
prostiedi, coz vede ke zméné barvy z ¢erveno-hnédé na modrou. Za vzniku komplexu
barvivo-protein dochazi k posunu maximalni absorbance z 465 nm na 595 nm. Intenzita
zbarveni je pfimo Umérna koncentraci bilkoviny (Jones et al., 1989).

Pro urceni koncentrace je nutné stanovit kalibra¢ni zavislost. V tomto piipadé
byl jako kalibra¢ni protein pouzity BSA o koncentraci 2 mg/ml. Koncentrace standardt

byla v rozmezi 0-1400 pg/ml. Vzorky pro kalibraci byly pfipraveny podle Tabulky 1.

Tabulka 1 Pfiprava roztokl a standardi ke kalibra¢ni kiivce

Koncentrace Roztok BSA (2 mg/ml) 10 mM PBS
1 0 pg/ml 0 ul 500 ul
2 200 pg/ml 50 ul 450 pl
3 400 pg/ml 100 ul 400 pl
4 600 pg/ml 150 ul 350 ul
5 800 pg/ml 200 pl 300 pl
6 1000 pg/ml 250 wl 250 wl
7 1200 pg/ml 300 pl 200 pl
8 1400 pg/ml 350 ul 150 pl

Do jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky typu GAMA bylo napipetovano
5 ul vzorku bilkovin. Nésledné bylo multikandlovou pipetou piidano 200 pl roztoku
CBBG, ktery byl vytemperovan na pokojovou teplotu. Jako slepy vzorek bylo
napipetovano 5 pl pufru. Desticka byla inkubovana 30 minut pii teploté 25 °C
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v Thermomixeru pfi tiepani 300 rpm. Absorbance byla méfena pii 595 nm na pftistroji

Tecan.

4.5 STANOVENI AKTIVITY ANTIOXIDACNICH ENZYMU

Vsechny zjisténé aktivity antioxidacnich enzymt byly piepocitany na specifickou
aktivitu. Pfepocet byl proveden na zédkladé hodnot koncentrace proteint v biologickém

materidlu. Aktivita byla pfepocitana z U na U/mg.

4.5.1 STANOVENI AKTIVITY KATALAZY

Stanoveni aktivity katalazy pomoci reakce molybdenanu amonného

Principem metody je tvorba zlutého komplexu, ktery je tvofen reakci
molybdenanu amonného a peroxidu vodiku. Absorbance je méfena v mikrotitracnich
destickach pii vinové délce 405 nm (Goth, 1991).

Absorbance byla méfena ptistrojem Tecan. SloZeni jednotlivych slepych vzorkl
(v tabulkach uvadén jako blank) a vzorkt je uvedeno v Tabulce 2.

SloZeni a ptiprava jednotlivych roztoki:

60 mM sodno-draselny fosfatovy pufr (pH=7,4)
Pufr byl pfipraven slévanim dvou roztokd 10,74 g Na;HPO4-12H:0 rozpusténého
v 500 ml redestilované H2O a 4,8 g KH2PO4 rozpusténého v 500 ml redestilované H>O
do poZadovaného pH 7.4.
6,5 mM H20:
Roztok byl ptipraven smichanim 14,78 pl 30% H20: s 20 ml sodno-draselného pufru.
32,4 mM molybdenan amonny

Roztok byl pfipraven rozpusténim 0,8 g molybdenanu amonného

((NH4)sM07024-4H>0) ve 20 ml redestilované H>O.
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Tabulka 2 Slozeni jednotlivych vzorki a slepych vzork

Blank 1 Vzorek Blank 2 Blank 3
1 100 pl H20- 100 pl H202 100 pl H202 100 pl pufru
2 100 pl molybd. 20 ul frakce 20 pl pufru 20 pl pufru
3 Inkubace 1 minutu pti 25 °C, tfepani
4. - 100 pul molybd. 100 pul molybd. 100 pl molybd.
5 1 minutu nechat stat
6 20 pl frakce - - -
7 Zmeéfit absorbanci pii 405 nm

Do mikrotitraéni desticky byly vSechny roztoky kromé biologickych frakci
pipetovany multikandlovou pipetou. Desticka byla vlozena do Thermomixeru
na 1 minutu pii 25 °C. Frakce by se m¢la pipetovat do slepého vzorku 1 co nejrychleji
a nejlépe po Castech. Méteni absorbance probiha ihned po napipetovani frakce a je

métena pii vinové délce 405 nm.
Vzorec pro vypocet aktivity:

(ABI1 — AVzZ)

—— 325
ABl2 — ABI3

A (umol/min) =

Avz (absorbance vzorku), Abll (absorbance blanku 1), Abl2 (absorbance blanku 2),
Abl3 (absorbance blanku 3)

Stanoveni aktivity katalazy pomoci reakce peroxidu vodiku

Princip metody je zaloZen na méteni ubytku peroxidu vodiku ve vzorku (Verma,
et al., 2003).

Do kazd¢ jamky mikrotitracni UV transparentni desti¢ky bylo napipetovéano 5 pl
biologické frakce, 40 ul 200 mM H:0: (230 pl, 30% zasobniho roztoku H-0: a 10 ml
100 mM KH>PO4 pufru o pH=7,00) a 255 pul 100 mM KH;PO4 pufru o pH=7,00).
Zména absorbance byla méfena kineticky pii vinové délce 240 nm. Pro vypocet aktivity

byl pouzity rozdil absorbance (AA/min) z oblasti linedrniho poklesu.
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4.5.2 STANOVENI AKTIVITY SUPEROXIDDISMUTAZY

Princip metody spociva v redukci WST-1 (tetrazoliova siil) na formazanové
barvivo v pfitomnosti superoxidového aniontu (SOD Protocol, n.d.). Na méfeni aktivity
SOD byl pouzity set SOD AssayKit-WST (Sigma Aldrich). Ze setu byly pouzité celkem
tfi roztoky. Roztok tetrazoliové soli WST (1 ml WST; 19 ml fediciho pufru ze SOD
setu), pracovni enzymaticky roztok EWS (15 ul roztoku enzymu; fedici pufr), fedici
puft.

Jednotlivé roztoky byly napipetovany do mikrotitracni desticky GAMA podle
Tabulky 3. Dale byla desticka inkubovana pti teploté 25 °C po dobu 20 minut.

Absorbance byla métena na Tecanu, kineticky pfi vinové délce 405 nm.

Tabulka 3 Mnozstvi jednotlivych roztokl pro vzorek a slepé vzorky

Vzorek Blank 1 Blank 2 Blank 3
Biolog. frakce 20 pl - 20 pl -
dd H20 - 20 pl - 20 pl
WST 200 ul 200 pl 200 pl 200 pl
Zied’ovaci pufr - - 20 ul 20 ul
EWS 20 ul 20 ul - -

dd H»O — redestilovana voda

Z oblasti linearniho poklesu byl zjistén rozdil absorbance za ¢as (AA/min), ktery

byl pouzit pro vypodet aktivity (molarni extinkéni koeficient H20> 37 000 M'-cm™).

Vzorec pro vypocet koncentrace:

[(ABI — ABI3) — (AVz — ABI2)]
g1

C:

Vzorec pro vypocet aktivity:

_(c- V- 50-10"9)
t

¢ (koncentrace), AVz (absorbance vzorku), ABI1 (absorbance blanku 1), ABI2
(absorbance balnku 2), ABI3 (absorbance blanku 3), € (extinkéni koeficient, 37000
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M1-em™), 1 (vyska reakéni smési v jamce 0,9 cm), A (aktivita), V (objem reakéni smési
0,00024 1), t (¢as 20 min)

4.5.3 STANOVENI AKTIVITY AKORBATPEROXIDAZY

Princip reakce je zalozen na oxidaci kyseliny askorbové v pfitomnosti peroxidu
vodiku za vzniku dehydroaskorbatu (Nakano & Asada, 1987).

Absorbance byla méfena v UV transparentnich mikrotitracnich desti¢kach
na piistroji Tecan Spark. Do kazdé jamky desticky bylo napipetovano 10 ul biologické
frakce, 158 pl 50 mM fosfatového pufru, 14 pl roztoku kyseliny askorbové (9 ml H-O;
1 ml 50 mM fosfatového pufru; 10 mg kyseliny askorbové) a 18 pl 2 mM H20:2 (9 ml
H20; 1 ml 50 mM fosfatového pufru; 2 pl H202). Vse bylo pipetovano multikanalovou
pipetou kromé biologické frakce. Zména absorbance byla métena kineticky pii vinové
délce 290 nm po dobu 5 minut. Pro vypocet aktivity byl pouzity rozdil absorbance

(AA/min) z oblasti linearniho poklesu.

4.5.4 STANOVENI AKTIVITY PEROXIDAZY

Stanoveni aktivity peroxidazy pomoci anilinu a pyrokatecholu

Principem metody je rozklad peroxidu vodiku vreakci katalyzované
peroxidasou. Komplex pyrokatechol-anilin slouzi jako vodikovy donor pro stanoveni
peroxidasy. Pfiriistek anilin-pyrokatecholu se zaznamenava fotometricky pii vinové
délce 510 nm, kdy dochazi k pfeméné¢ komplexu na ruzové zbarveny produkt
[4-(fenylamino)benzen-1,2-diol] (Molaei Rad et al., 2007).

U metody byl pfipraven 0,2 M sodno-draselny pufr pH=7,00
(38 g Na,HPO4-12H20 rozpustit v 500 ml redestilované¢ H2O; 7,8 g rozpustit v 250 ml
redestilované H20; oba roztoky slévat do dosazeni pH 7,00).

Do 96 jamkové mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 90 ul substratu (0,1872
g pyrokatecholu; 2,28 pl anilinu; 10 ml sodno-draselného pufru) a 100 pl H.O: (3,87 ul
30% roztoku H:0:; 20 ml sodno-draselného pufru). Substrat byl pfipraven tésné
pfed pfidanim do desti¢ky z dlivodu nestélosti a uchovdvan na temném misté. Desticka
se nechala preinkubovat v termomixéru 4 minuty pfi teploté 25 °C. Po preinkubaci bylo
ptidano 10 pl biologické frakce do vzorku a byl pfipraven i slepy vzorek (pfidani 10 pl
0,1 M sodno-draselného fosfatového pufru), coz vedlo ke startu reakce. Vzorky byly

pipetovany postupné z divodu rychlého spusténi reakce po piidani frakce. Tvorba
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produktu je sledovdna vsedmi cyklech po 1 minuté v oblasti linedrniho ristu
absorbance pfi vlnové délce 510 nm. K vypoctu byl pouzity molarni extinkcni

koeficient produktu (¢ = 5 mM.cm™).

Stanoveni aktivity peroxidazy pomoci reakce guajakolu

Metoda méfeni je zaloZzena na principu piemény guajakolu na Zluté zbarveny
tetraguajakol v pritomnosti peroxidu vodiku (Drotar, et al., 1985).

Do vSech jamek mikrotitraéni desticky Greiner bylo napipetovano 10 pl
biologické frakce. K frakci bylo multikandlovou pipetou ptfidano 190 pl smési pufr-
substrat. Smés pufr-substrat obsahovala 27 ml 50 mM TRIS/HCI pufru o pH 6,00; 600
pul 3,4 mM guajakolu a 600 pul 9 mM H:0.. Poté byla kineticky méfena zména
absorbance 5 minut pfi vinové délce 420 nm. Pro vypocet aktivity byl pouzity rozdil

absorbance (AA/min) z oblasti linearniho nardstu.

4.5.5 STANOVENI AKTIVITY GLUTATHIONPEROXIDAZY

V pribéhu reakce katalyzované GPX je GSH preménovan na GSSG. Vznikly
oxidovany glutathion je pribézné redukovan glutathion-reduktdzou. V priibéhu reakce
probihd oxidace NADPH, coZ je monitorovano poklesem absorbance pii 340 nm
(Handy et al., 2009).

Do vSech jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovano 50 pl frakce, kromé
jamek, do kterych bylo napipetovano 50 pl pufru (sodno-fosfatovy pufr o pH 7,4) jako
slepého vzorku. Déle bylo do celé desticky multikanalovou pipetou pfidano 130 pl
reakéni smési (10,8 ml 0,1 M draselno-fosfatového pufru pH=7,00; 1,2 ml 20 mM
EDTA; 1,2 ml 10 U/ml GR; 2,4 ml 103 mM GSH). Po preinkubaci 10 minut pii 25 °C
v Thermomixeru bylo pfiddno 10 pul NADPH (multikandlovou pipetou). Po dobu 5
minut byla sledovana spotfeba NADPH nezavisld na hydroperoxidu. Reakce byla dale
nastartovana piidanim 10 pl 70% t-butyl hydroperoxidu. Pokles absorbance byl
sledovan po dobu 5 minut pfi 340 nm. Pro vypocet aktivity byl pouzity rozdil

absorbance (AA/min) z oblasti line4drniho poklesu.

4.5.6 STANOVENI AKTIVITY GLUTATHIONREDUKTAZY

Metoda stanoveni aktivity je zaloZzena na preméné GSSG na redukovany GSH

za soucasné oxidace NADPH (Carlberg & Mannervik, 1985).
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Do vSech jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovano 50 pl biologické
frakce, kromé jamek, kde byl slepy vzorek (sodno-fosfatovy pufr o pH 7,4). Déle bylo
do vSech jamek ptidano 150 pl reakéni smési (multikanalovou pipetou). Roztok Master
mixu, uréeny na 1 desticku, obsahoval 6 ml 0,1 M K-fosfatového pufru o pH 7,00; 4,8
ml 5 mM EDTA; 6 ml 4 mM GSSG a 1,2 ml 2,5 mM NADPH. Pokles absorbance byl
sledovan po dobu 6 minut pfi vinové délce 340 nm. Pro vypocet aktivity byl pouzity

rozdil absorbance (AA/min) z oblasti linearniho poklesu.

4.5.7 STANOVENI AKTIVITY GLUTATHION-S-TRANSFERAZY

Princip méfeni aktivity GST je zalozen na tvorbé GSH-CDNB konjugatu, ktery
ma absorp¢ni maximum pii 340 nm (Ye, et al., 2001).

Aktivita GST byla méfena v Greiner mikrotitratnich destickach s plochym
dnem. Do sedmi jamek v kazdém sloupci bylo napipetovano 6 ul biologické frakce
a do zbylé jamky bylo napipetovano 6 ul pufru. Déale byla do vSech jamek piidana
multikanalovou pipetou reakéni smeés (roztok 4,5 ml 5,15 mM GSH; roztok 0,4 ml 51,5
mM CDNB; 15,6 ml 0,1 M sodno-fosfatového pufru pH 6,5). Mnozstvi reakéni smési
odpovida mnoZstvi na jednu desticku. Desti¢ka se lehce protfepe a vlozi do Tecanu.
Pfistroj méfi absorbanci 6x v minutovych intervalech pii vinové délce 340 nm.
Pro vypocet aktivity byl pouzity rozdil absorbance (AA/min) z oblasti linearniho

vzestupu.

4.6 PRIPRAVA EXTRAKTU PRO MERENI ROSTLINNYCH PIGMENTU

Dal$im cilem prace bylo stanoveni vybranych rostlinnych barviv, které jsou
dalezitym ukazatelem stavu fotosyntetického aparatu rostlin.

Pro pfipravu extraktl byly pouzity pouze listy rostlinnych vzorkd. Jednotlivé
listy byly nastfithany na mensi kousky, pfendany do zkumavek Falcon a zvadZeny
na analytickych vahach. Nasledné byly k navaZenym listiim o hmotnosti 0,25 g pfidany
keramické kulicky a 10 ml 100% methanolu. Uzaviené zkumavky byly piendany
do homogenizatoru MG Fast Prep (homogenizace 2x pii 5,0 m/s po dobu 40 sekund).
Dalsim krokem bylo umisténi zkumavek do tfepacky, kde probihala extrakce barviv
po dobu 120 minut s nédslednou centrifugaci (stoceni pii 500 g, 5 minut pii 25 °C).

Vznikly extrakt byl odpipetovan a ptipraven pro dalsi pouziti.
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4.6.1 MERENI KONCENTRACE ROSTLINNYCH PIGMENTU

Vznikly extrakt ze zelenych Casti rostlin obsahuje fotosyntetické pigmenty
(chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy). Tyto pigmenty maji v 100% methanolu dle
Lichtenthalera et al., (1987) svd absorptni maxima pii 665,2, 652,4 a 470 nm.
Koncentrace (pg/ml) vybranych pigmenti byla vypocitand podle Lichtenthalerovy

rovnice:
ca =16,72 - (4665,2) — 9,16 - (4652,4)
ch = 34,09 - (4652,4) — 15,28 - (4665,2)
ca+b =144 -(4665,2) — 24,93 - (4652,4)

[1000 - (4470) — 1,91 (ca) — 91,15 (cb)]
225

cx+c =

ca — koncentrace chlorofylu a, cb — koncentrace chlorofylu b, catb — koncentrace
chlorofylu a+b, cx+c — koncentrace karotenoidl, A — absorbance piislusnd dané vinové
délce

Extrakt byl napipetovany do Ccirych kiemennych kyvet a umistén
do spektrofotometru, jako slepy vzorek byl pouzity 100% methanol. Kazdy vzorek byl
zméfen pomoci spektrofotometru Cecil pifi tiech vlnovych délkdch uvedenych
v ptredchozim odstavci. Zaznamenand absorbance byla pfepocitand z mg/ml na mg/g

cerstvych listl jetele lucniho.
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5. VYSLEDKY

Jednotlivé ziskané vysledky byly rozdéleny do dvou casti. V 1. ¢asti jsou
uvedeny vysledky sbéru rostlin jetele za rok 2019. Ve 2. ¢asti probehl sbér jetele v roce

2020.

5.1 STANOVENI KONCENTRACE BILKOVIN - CAST 1.

Mnozstvi bilkovin naméfenych ve vzorcich jetele luéniho ovlivnénych ABZ

a v kontrolnich vzorcich za rok 2019.

Kalibracni krivka
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vy = 0,0003x - 0,0028 -
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0,25 et
0 -
0,15 '

Absorbance
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; S
0,05 0 200 400 GO0 800 1000 1200 1400 1600
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Obrazek 11 Zavislost absorbance na koncentraci bilkovin. Hodnoty absorbance jsou vyjadiené

jako aritmetické priméry ze 3 nezavislych méfeni

Pro méfeni koncentrace proteinii byla sestavena kalibracni kiivka (Obr. 11),
kterd se sklada z hodnot namétfenych absorbanci, které jsou piislusné koncentracim
koncentra¢ni fady BSA. Koncentra¢ni fada byla méfena ve tfech na sobé nezavislych
meéfenich. Body, které byly vyneseny v grafu, byly proloZeny line4rni spojnici trendu.
Z rovnice linedrni regrese kalibraéni kiivky byly dopocitdny koncentrace bilkovin
v listech rostlinnych vzorkil. Stanovena koncentrace bilkovin byla pouzita pro vypocet
specifické aktivity enzymi. Koncentrace bilkovin rostlinnych vzorkli jsou uvedeny

v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Koncentrace bilkovin v jetelu

Koncentrace [mg/ml] p-value
Kontrola 3,02 +0,38 -
Vzorek 35 2,58 £ 0,25 0,14
Vzorek 105 2,36 £0,26* 0,01

* Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkim

Koncentrace bilkovin

L
Ln o+

[25)

%]
Ln

15

koncentrace bilkovin [mg/ml]
[ %]

=]

Ln

=]

Kontrola Vzorek 35 Vzorek 105

Obrazek 12 Porovnani koncentrace bilkovin ve vzorcich jetele lu¢niho. Hodnoty koncentrace
bilkoviny jsou vyjadiené jako aritmetické priméry ze 3 nezavislych méteni. Signifikantni
zména (p<0,05) oproti kontrolni skupin€ je znacena jako *

Na Obrazku 12 je mozné vidét signifikantni pokles koncentrace bilkoviny pouze
u vzorku 105 oproti kontrole. K ur€eni, zda se jednd o signifikantni nértst ¢i pokles
slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem s Welchovou

korekci. Namétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 4.
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52 AKTIVITA ANTIOXIDACNICH ENZYMU CAST 1.

Porovnani specifickych aktivit vybranych antioxidac¢nich enzymua v roce 2019

u kontrolnich (Kontrola) a ABZ ovlivnénych (Vzorek 35, Vzorek 105) rostlin jetele.

52.1 OVLIVNENI AKTIVITY KATALAZY ABZ

Specificka aktivita kataldzy (CAT) v jeteli byla stanovena dvéma metodami.
V této kapitole jsou uvedeny vysledky ziskané stanovenim aktivity pomoci reakce

molybdenanu amonného (Tab. 5) a pomoci reakce s peroxidem vodiku (Tab. 6).

Tabulka 5 Specificka aktivita CAT v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele stanovena

pomoci reakce molybdenanu amonného

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 17,97 £ 2,24 -
Vzorek 35 9,39 + 0,26** 0,001
Vzorek 105 3,87 £0,18** 0,001

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita CAT s molybdenanem amonnym
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Obrazek 13 Porovnani specifické aktivity CAT v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skuping je
znacena jako **

Na Obrazku 13 je mozné vidét signifikantni pokles specifické aktivity enzymu

CAT jak u vzorku 35, tak u vzorku 105. K ur€eni, zda se jedna o signifikantni nartst
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¢i pokles slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskana neparovym t-testem

s Welchovou korekci. Namétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 6 Specificka aktivita CAT v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele stanovena

pomoci reakce s peroxidem vodiku

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 11,28 £2,42 -
Vzorek 35 10,65 £2,12 0,54
Vzorek 105 9,89 + 2,05 0,18

Specificka aktivita CAT s peroxidem vodiku
16
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Aktivita CAT [U/mg]
(=]

Kontrola Vzorek 35 Vzorek 105

Obrazek 14 Porovnani specifické aktivity CAT v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
praméry ze 3 nezavislych méteni

Z Obrazku 14 je mozné vycCist, ze u vzorku 35 ani 105 neni zaznamenan
signifikantni nartst ani signifikantni pokles specifické aktivity enzymu CAT. K urceni,
zda se jedna o signifikantni nartst ¢i pokles slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla

ziskana neparovym t-testem s Welchovou korekci. Naméfené hodnoty p-value jsou

uvedeny v Tabulce 5.
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5.2.2 OVLIVNENI AKTIVITY SUPEROXIDDISMUTAZY ABZ

Aktivita SOD byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené

v kapitole 4.5.2. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Specificka aktivita SOD v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 78,02 + 3,09 -
Vzorek 35 56,01 + 3,63** 0,001
Vzorek 105 43,32 +£0,72%* 0,001

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita SOD
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Obrazek 15 Porovnani specifické aktivity SOD v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skuping je
znacena jako **

Na Obrazku 15 je mozné pozorovat signifikantni pokles specifické aktivity
enzymu SOD jak u vzorku 35, tak u vzorku 105. K urceni, zda se jednd o signifikantni
nartist ¢i pokles slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem

s Welchovou korekci. Namétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 7.

44



5.2.3 OVLIVNENI AKTIVITY ASKORBATPEROXIDAZY ABZ

Aktivita APX byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené

v kapitole 4.5.3. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8 Specificka aktivita APX v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 0,11+0,02 -
Vzorek 35 0,13 +£0,02 0,06
Vzorek 105 0,14 +0,01* 0,03

* Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorktim

Specificka aktivita APX
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Obrazek 16 Porovnani specifické aktivity APX v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,05) oproti kontrolni skupin€ je
znacena jako *

Na Obrazku 16 je mozno vidét signifikantni nartst specifické aktivity enzymu
APX u vzorku 105. U vzorku 35 neni zaznamenan signifikantni nartst ani pokles
specifické aktivity. K ur€eni, zda se jedna o signifikantni néartst ¢i pokles slouzi hodnota
p-value. Tato hodnota byla ziskana neparovym t-testem s Welchovou korekci.

Nameétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 8.
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5.2.4 OVLIVNENI AKTIVITY PEROXIDAZY ABZ

Specificka aktivita peroxidazy (POX) v jeteli byla stanovena dvéma metodami.
V této kapitole jsou uvedeny vysledky ziskané stanovenim aktivity pomoci reakce

pyrokatecholu (Tab. 9) a pomoci reakce guajakolu (Tab. 10).

Tabulka 9 Specificka aktivita POX v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele stanovena

pomoci reakce pyrokatecholu

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 0,51+ 0,05 -
Vzorek 35 0,54 + 0,06 0,79
Vzorek 105 0,58 £ 0,05 0,57

Specificka aktivita POX s pyrokatecholem
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Aktivita POX [U/mg]
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Obrazek 17 Porovnani specifické aktivity POX v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni

Z Obrazku 17 je mozné vycCist, ze u vzorku 35 ani 105 neni zaznamenan
signifikantni nartist ani signifikantni pokles specifické aktivity enzymu POX. K urc€eni,
zda se jednd o signifikantni nartist ¢i pokles slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla
ziskdna neparovym t-testem s Welchovou korekci. Naméfené hodnoty p-value jsou

uvedeny v Tabulce 9.
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Tabulka 10 Specifickd aktivita POX v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele pomoci

reakce guajakolu

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 0,0015 = 0,0002 -
Vzorek 35 0,0014 + 0,0002 0,485
Vzorek 105 0,0007 £ 0,0002%** 0,001

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita POX s guajakolem

0,0018
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0,0012

*
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Aktivita POX [U/mg]

0,0004

0,0002
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Obrazek 18 Porovnani specifické aktivity POX v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méteni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skuping je
znacena jako **

Na Obrazku 18 je mozné vidét signifikantni pokles specifické aktivity enzymu
POX u vzorku 105. U vzorku 35 neni zaznamendn signifikantni narust ani pokles
specifické aktivity. K ur€eni, zda se jedna o signifikantni nartst ¢i pokles slouzi hodnota

p-value. Tato hodnota byla ziskana nepdrovym t-testem s Welchovou korekei.

Nameétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 18.
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5.2.5 OVLIVNENI AKTIVITY GLUTATHIONPEROXIDAZY ABZ

Aktivita GPX byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené
v kapitole 4.5.5. Aktivitu enzymu GPX nebylo mozné v rostlinnych subceluldrnich
frakcich stanovit z divodu negativnich hodnot rozdilii absorbance. Pro ovéteni
spravnosti metody byl enzym GPX pfeméfen v cytosolu potkana, kde byly hodnoty

rozdilt absorbance pozitivni. Metodu tedy 1ze povazovat za spravné provedenou.

52.6 OVLIVNENI AKTIVITY GLUTATHIONREDUKTAZY ABZ

Aktivita GR byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené v kapitole
4.5.6. Aktivitu enzymu GR nebylo mozné stanovit z divodu nelinearniho poklesu
absorbance v rostlinnych subcelularnich frakcich. Pro ovéfeni spravnosti metody byl
enzym GR pfeméten v cytosolu potkana, kde byl pokles absorbance linearni. Metodu

tedy lze povazovat za sprave provedenou.
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527 OVLIVNENI AKTIVITY GLUTATHION-S-TRANSFERAZY ABZ

Aktivita GST byla stanovena ve vzorcich kontrolnich i ABZ ovlivnénych rostlin

podle metody uvedené v kapitole 4.5.7. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11 Specificka aktivita GST v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 0,007 £ 0,001 -
Vzorek 35 0,006 + 0,001 0,170
Vzorek 105 0,011 +0,001* 0,003

* Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita GST
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Aktivita GST [U/mg]

Kontrola Vzorek 35 Vzorek 105

Obrazek 19 Porovnani specifické aktivity GST v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,05) oproti kontrolni skuping je
znacena jako *

Na Obrazku 19 je mozno vidét signifikantni nartst specifické aktivity enzymu
GST u vzorku 105. U vzorku 35 neni zaznamenan signifikantni narlst ani pokles
specifické aktivity. K ur€eni, zda se jedna o signifikantni néartst ¢i pokles slouzi hodnota

p-value. Tato hodnota byla ziskana nepdrovym t-testem s Welchovou korekei.

Nameétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 11.
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5.3 STANOVENI KONCENTRACE BILKOVIN — CAST 2.

Mnozstvi bilkovin naméfenych ve vzorcich jetele lu¢niho ovlivnénych ABZ

a v kontrolnich vzorcich za rok 2020.

Kalibraéni kriivka
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Obrazek 20 Zavislost absorbance na koncentraci bilkovin. Hodnoty absorbance jsou vyjadiené
jako aritmetické priméry ze 3 nezavislych méfeni. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou
vyjadiené jako aritmetické pruméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,05)
oproti kontrolni skupiné je znacena jako *

Pro méfeni koncentrace proteini byla sestavena kalibra¢ni kiivka (Obr. 20),
kterd se skladd z hodnot namétenych absorbanci, které jsou ptislusné koncentracim
koncentra¢ni fady BSA. Koncentra¢ni fada byla méfena v tfech na sobé nezavislych
métenich. Body, které byly vyneseny v grafu byly prolozeny linedrni spojnici trendu.
Z rovnice linearni regrese kalibrani kiivky byly dopocitany koncentrace bilkovin
v listech rostlinnych vzorkd. Stanovend koncentrace bilkovin byla pouzita pro vypocet
specifické aktivity enzymi. Koncentrace bilkovin rostlinnych vzorkli jsou uvedeny

v Tabulce 12.

Tabulka 12 Koncentrace bilkovin v jetelu

Koncentrace [mg/ml] p-value
Kontrola 393+0,18 -
Vzorek 105 3,53 +£0,10%* 0,01

* Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorktm

50



Koncentrace bilkovin

473
3.8
3.6

34

il

Koncentrace bilkovin [mg/mi]

3,2

il

Kontrola Vzorek 105

Obrazek 21 Porovnani koncentrace bilkovin ve vzorcich jetele lu¢niho. Hodnoty koncentrace
bilkoviny jsou vyjadiené jako aritmetické prumeéry ze 3 nezavislych méteni. Signifikantni
zména (p<0,05) oproti kontrolni skupiné je znacena jako *

Na Obrazku 21 je mozné vidét signifikantni pokles koncentrace bilkoviny
u vzorku 105 oproti kontrole. K ur€eni, zda se jednd o signifikantni nértst ¢i pokles
slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskana neparovym t-testem s Welchovou

korekci. Namétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 12.
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5.4 AKTIVITA ANTIOXIDACNICH ENZYMU — CAST 2.

Porovnani specifickych aktivit vybranych antioxidac¢nich enzymua v roce 2020

u kontrolnich (Kontrola) a ABZ ovlivnénych (Vzorek 105) rostlin jetele.

5.4.1 OVLIVNENI AKTIVITY KATALAZY ABZ

Specificka aktivita kataldzy (CAT) v jeteli byla stanovena dvéma metodami.
V této kapitole jsou uvedeny vysledky ziskané stanovenim aktivity pomoci reakce

molybdenanu amonného (Tab. 13) a pomoci reakce s peroxidem vodiku (Tab. 14).

Tabulka 13 Specifickd aktivita CAT v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

stanovend pomoci reakce molybdenanu amonného

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 30,52 + 0,96 -
Vzorek 105 11,48 £0,45%* <0,0001

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita CAT s molybdenanem amonnym
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Obrazek 22 Porovnani specifické aktivity CAT v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skupiné je
znacena jako **

Na Obrazku 22 je mozné vidét signifikantni pokles specifické aktivity enzymu
CAT. K urceni, zda se jedna o signifikantni nérast ¢i pokles slouzi hodnota p-value.
Tato hodnota byla ziskana neparovym t-testem s Welchovou korekci. Namétfené

hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 13.
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Tabulka 14 Specificka aktivita CAT v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

stanovena pomoci reakce peroxidu vodiku

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 5,10+ 0,71 -
Vzorek 105 8,41 £1,91%* 0,004

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita CAT s peroxidem vodiku
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Obrazek 23 Porovnani specifickeé aktivity CAT v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skupiné je
znacena jako **

Na Obrazku 23 je mozné vidét signifikantni vzrist specifické aktivity enzymu
CAT oproti kontrole. K urceni, zda se jednd o signifikantni nartst ¢i pokles slouzi

hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem s Welchovou korekeci.

Nameétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 14.
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5.4.2 OVLIVNENI AKTIVITY SUPEROXIDDISMUTAZY ABZ

Aktivita SOD byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené

v kapitole 4.5.2. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15 Specificka aktivita SOD a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 40,27 £ 1,56 -
Vzorek 105 27,30 + 1,05%* 0,0008

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita SOD
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Obrazek 24 Porovnani specifické aktivity SOD v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skupin€ je
znacena jako **

Na Obrazku 24 je mozné vidéet signifikantni pokles specifické aktivity enzymu
SOD. K urceni, zda se jedna o signifikantni nariist ¢i pokles slouzi hodnota p-value.
Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem s Welchovou korekci. Namétfené

hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 24.
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5.4.3 OVLIVNENI AKTIVITY ASKORBATPEROXIDAZY ABZ

Aktivita APX byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené

v kapitole 4.5.3. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 16.

Tabulka 16 Specificka aktivita APX a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 0,17 +£0,01 -
Vzorek 105 0,10 £ 0,02%* 0,0004

**Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita APX

]

Aktivita APX [U/mEg]

Kontrola Wzorek 105

Obrazek 25 Porovnani specifické aktivity APX v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skupiné je
znacena jako **

Na Obrazku 25 je mozné vidét signifikantni pokles specifické aktivity enzymu
APX oproti kontrole. K urceni, zda se jednd o signifikantni narist ¢i pokles slouzi
hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem s Welchovou korekei.

Nameétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 16.
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5.4.4 OVLIVNENI AKTIVITY PEROXIDAZY ABZ

Specificka aktivita peroxidazy (POX) v jeteli byla stanovena dvéma metodami.
V této kapitole jsou uvedeny vysledky ziskané stanovenim aktivity pomoci reakce
pyrokatecholu (Tab. 17) a ziskané stanovenim aktivity pomoci reakce guajakolu

(Tab. 18).

Tabulka 17 Specifickd aktivita POX v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

stanovend pomoci reakce pyrokatecholu

Specificka aktivita [U/mg| P-hodnota

Kontrola 0,20 £ 0,03 -
Vzorek 105 0,13 +0,03** 0,003

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita POX s pyrokatecholem
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Obrazek 26 Porovnani specifické aktivity POX v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skupin€ je
znacena jako **

Na Obrazku 26 je mozné vidét signifikantni pokles specifické aktivity enzymu
POX. K urceni, zda se jednad o signifikantni néarGst ¢i pokles slouzi hodnota p-value.
Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem s Welchovou korekci. Nameétfené

hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 17.
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Tabulka 18 Specificka aktivita POX v kontrolnich a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

stanovena pomoci reakce guajakolu

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 0,0013 +0,0003 -
Vzorek 105 0,0006 + 7,51298E-05** 0,007

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkim

Specificka aktivita POX s guajakolem
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0,0014
0,0012
0,001

* *

0,0008

Aktivita POX [U/mg]

0,0006
0,0004
0,0002

Kontrola Vzorek 105

Obrazek 27 Porovnani specifické aktivity POX v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skupin€ je
znacena jako **

Na Obrazku 27 mlZeme vidét signifikantni pokles specifické aktivity enzymu
POX. K urceni, zda se jedna o signifikantni nérGst ¢i pokles slouzi hodnota p-value.

Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem s Welchovou korekci. Namétrené

hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 18.
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5.4.5 OVLIVNENI AKTIVITY GLUTATHIONPEROXIDAZY ABZ

Aktivita GPX byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené
v kapitole 4.5.5. Aktivitu enzymu GPX nebylo mozné urcit ani u 2. ¢asti méfeni.

Opakovala se stejna situace jako u 1. ¢asti vysledka viz kapitola 5.2.7.

5.4.6 OVLIVNENI AKTIVITY GLUTATHIONREDUKTAZY ABZ

Aktivita GR byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené
v kapitole 4.5.6. Aktivitu enzymu GR nebylo mozné urcit ani u 2. c¢asti meéfeni.

Opakovala se stejna situace jako u 1. ¢asti vysledki viz kapitola 5.2.8.
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5.4.7 OVLIVNENI AKTIVITY GLUTATHION-S-TRANSFERAZY ABZ

Aktivita GST byla stanovena ve vzorcich rostlin podle metody uvedené

v kapitole 4.5.7. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 19.

Tabulka 19 Specificka aktivita GST a ABZ ovlivnénych vzorcich jetele

Specificka aktivita [U/mg] p-value
Kontrola 0,01 + 0,002 -
Vzorek 105 0,02 £ 0,002%** <0,0001

** Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorkiim

Specificka aktivita GST

0,025

&k

0,02

0,015

0,01

Aktivita G5T [U/mg]

0,005

Kontrola Vzorek 105

Obrazek 28 Porovnani specifické aktivity GST v jednotlivych vzorcich kontrolnich a ABZ
ovlivnénych rostlin. Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické
priméry ze 3 nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skuping je
znacena jako **

Na Obrazku 25 je mozné vidét signifikantni vzrist specifické aktivity enzymu
GST. K urceni, zda se jedna o signifikantni nartst ¢i pokles slouzi hodnota p-value.
Tato hodnota byla ziskana neparovym t-testem s Welchovou korekci. Namétfené

hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 19.
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5.5 SPECIFICKE AKTIVITY ANTIOXIDACNICH

ENZYMU

KONTROLNICH ROSTLIN JETELE V ROCE 2019 A 2020

Krom¢ studia vlivu ABZ na antioxida¢ni enzymy jetele (porovnéani aktivity

enzyml u vzorkii kontrolnich a ABZ ovlivnénych rostlin) byly také mezi sebou

porovnavany aktivity téchto enzymu u kontrolnich rostlin z jednotlivych méfeni.

Kontrola 2019 ptedstavuje vzorky rostlin sklizené vroce 2019. Kontrola 2020

predstavuje vzorky rostlin sklizené v roce 2020. Piehled jednotlivych specifickych

aktivit je uveden v Tabulce 20.

Tabulka 20 Specificka aktivita antioxida¢nich enzymu v kontrolnich vzorcich jetele sklizeného

v roce 2019 a 2020

Kontrola 2019 CAT molybdenan amonny
Kontrola 2020 CAT molybdenan amonny
Kontrola 2019 CAT peroxid vodiku
Kontrola 2020 CAT peroxid vodiku
Kontrola 2019 SOD

Kontrola 2020 SOD

Kontrola 2019 APX

Kontrola 2020 APX

Kontrola 2019 POX pyrokatechol
Kontrola 2020 POX pyrokatechol
Kontrola 2019 POX guajakol

Kontrola 2020 POX guajakol

Kontrola 2019 GST

Kontrola 2020 GST

*Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ve vzorcich z roku 2020 oproti vzorkim z roku 2019
**Statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve vzorcich z roku 2020 oproti vzorkiim z roku 2019
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Specificka aktivita [U/mg]

17,97 + 2,25
30,52 + 0,96
11,28 + 2,42
5,10 £0,71%*
78,02 + 3,09
40,27 £ 1,56**
0,11 +0,02
0,17 £ 0,02%*
0,51 £ 0,05
0,20 + 0,03*
0,002 £ 0,0002
0,001 £ 0,0003
0,007 + 0,001
0,014 + 0,002%*

p-value

0,0008
0,0008
0,006
0,006
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,05
0,05
0,15
0,15
0,0001
0,0001



Specificka aktivita kontrolnich vzorki 2019-2020
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Obrazek 29 Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické primeéry ze 3
nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) je znacena jako **
Na Obrazku 29 je mozné vidét signifikantni pokles kontrol 2020 oproti kontrolam
2019 u enzymii CAT s peroxidem vodiku a SOD. Vzrust aktivity kontroly 2020 oproti
kontrole 2019 je mozné vidét u CAT s molybdenanem amonnym. K uréeni, zda se jedna
o signifikantni narist ¢i pokles slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskéna

neparovym t-testem s Welchovou korekci. Naméfené hodnoty p-value jsou uvedeny
v Tabulce 20.

Specificka aktivita kontrolnich vzorki 2019-2020

N Kontrola 2019
* m Kontrola 2020

POX pyrokatechol

Aktivita [U/mg]

* &
. - .
0
APX

Obrazek 30 Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické prameéry ze 3
nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) je znacena jako **. Signifikantni
zmena (p<0,05) je znacena jako *
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Na Obrazku 30 je mozné vidét signifikantni pokles kontrol 2020 oproti
kontrolam 2019 u enzymu POX s pyrokatecholem. Vzrist aktivity kontroly 2020 oproti
kontrole 2019 je mozné u enzymu APX. K urceni, zda se jednd o signifikantni nartst
¢1 pokles slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskdna neparovym t-testem

s Welchovou korekci. Namétené hodnoty p-value jsou uvedeny v Tabulce 20.

Specificka aktivita kontrolnich vzork( 2019-2020

0,018

B 3

0,016

0,014
‘b 0,012
E
T
5 0,01
o N Kontrola 2019
£ 0,008
= B Kontrola 2020
= 0,006

0,004

N

o [ "]
POX guajakol GST

Obrazek 31 Hodnoty specifické aktivity enzymu jsou vyjadiené jako aritmetické primeéry ze 3
nezavislych méfeni. Signifikantni zména (p<0,01) oproti kontrolni skupiné je znacena
jako **

Na Obrazku 31 je mozné vidét, ze nenastal signifikantni narGst ani pokles
aktivity kontroly 2020 oproti kontrole 2019 u enzymu POX s guajakolem. V piipadé
GST doslo k signifikantnimu vzristu aktivity u kontroly 2020 oproti kontrole 2019.
K urceni, zda se jednd o signifikantni nartst ¢i pokles slouzi hodnota p-value. Tato

hodnota byla ziskdna neparovym t-testem s Welchovou korekci. Naméfené hodnoty

p-value jsou uvedeny v Tabulce 20.
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5.5.1 OVLIVNENI KONCENTRACE ROSTLINNYCH PIGMENTU ABZ

Koncentrace rostlinnych pigmentti byla stanovena v listech jetele sklizeného
vroce 2020. Fotosyntetické pigmenty byly extrahovany do metanolu (kapitola 4.6)

a v extraktu pak byla zmétena jejich absorbance (Tab. 21).

Tabulka 21 Koncentrace chlorofyli a karotenoidt v listech kontrolnich a ABZ ovlivnénych

rostlin jetele
Kontrola Vzorek 105 p-value
koncentrace [mg/g]| koncentrace [mg/g]
Chlorofyl a 606,77 £79,13 715,01 £12,39 0,37
Chlorofyl b 210,20 +22,92 117,19 +39,88 0,45
Chlorofyl a/b 1025,13 £ 132,04 857,16 £ 40,58 0,21
Karotenoidy 157,74 + 28,06 243,12 +£12,05* 0,04

* Statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) ve vzorcich ovlivnénych oproti kontrolnim vzorktim

Koncentrace rostlinnych pigmenta

1400

1200

[
=)
=
=
—

800
Kontrola

600 1 Wzorek 105

Koncentrace [mg/g]
H

400

200 I
1

I

Chlorofyl a Chlorofyl b Chlorofyl a+b Karotenoidy

Obrazek 32 Porovnani koncentraci chlorofylt a karotenoidt ve vzorcich. Hodnoty koncentraci
jsou vyjadiené jako aritmetické priméry z 5 nezavislych méteni. Signifikantni zména
(p<0,05) je oznacena jako *

Z Obrazku 32 je mozné vycCist, ze u chlorofylu a, b a a/b neni zaznamenan
signifikantni narlst ¢i signifikantni pokles koncentrace pigmentii. Naopak u karotenoidii
je mozné vidét signifikantni nartist hodnot oproti kontrolnimu vzorku. K urceni, zda se
jedna o signifikantni nartst ¢i pokles slouzi hodnota p-value. Tato hodnota byla ziskéna
neparovym t-testem s Welchovou korekci. Namétfené hodnoty p-value jsou uvedeny

v Tabulce 21.
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6. DISKUZE

Veterinarni 1é¢iva jako kontaminanty zivotniho prostfedi se az v souc¢asné dobé
stavaji ¢im dal vétSim predmétem zajmu i pfesto, ze jsou v zivotnim prostiedi pfitomna
jiz delsi dobu. Ve velké mife se pouzivaji k 1€cbé a prevenci chorob hospodaiskych
zvitat. Do zivotniho prostfedi mohou léCiva vstupovat z oSetfenych zvifat, nevhodnym
skladovanim nebo nevhodnou likvidaci. Timto mlze vznikat nebezpe¢i pro razné
organismy, vcetn¢ rostlin. Rostliny jsou schopny kontaminanty absorbovat
a transformovat, ¢imz mohou ovliviovat jejich vyvoj a fyziologické procesy (Bartikova
etal., 2016).

Albendazol (ABZ), patiici mezi benzimidazolova antihelmintika, je jedno
z nejpouzivangjSich 1é¢iv k terapii infekénich onemocnéni zptsobenych parazitickymi
cervy (helminty) v chovech hospodéiskych zvifat. Matefské latky spolu s metabolity
jsou vylu¢ovany z oSetfenych zvifat do Zivotniho prostfedi. O stabilit¢ ABZ v trusu
nalezneme velmi malo informaci, nicméné benzimidazoly jsou pomérné stabilni
slouceniny a je pravdépodobné, Ze si po dlouhou dobu dokazou zachovat svou
strukturu. Kromé pastvin byl ABZ detekovan v relativné vysoké koncentraci
1 v odpadnich vodach. Mlzeme jej tedy zafadit k dileZitym mikrokontaminantim
zivotniho prostiedi s vlivem na riizné organismy (Stuchlikova et al., 2020).

V naSi praci jsme se zabyvali studiem antioxida¢nich enzymii a rostlinnych
pigmentl jetele lu¢niho (7rifolium pratense), ktery byl ovlivnén ABZ ve zcela
pfirozenych podminkdch na experimentalnim poli. Tato vytrvald picnina se volné
vyskytuje hlavné na pastvinach, kde se mize dostat do styku s anthelmintiky z 1é¢enych
zvitat. Timto mohou byt u rostlin zpisobeny stresové podminky, ve kterych miize
dochdzet ke vzniku oxida¢niho stresu. Rostliny si vSak vybudovaly ochranné
enzymatické a neenzymatické antioxidaéni systémy, které jsou schopny ROS
eliminovat a zachytavat, ¢imz snizuji pravdépodobnost poSkozeni. Cilem této prace
bylo zjistit vliv anthelmintika ABZ na vybrané antioxidacni enzymy a rostlinné
pigmenty.

I ptesto, Ze anthelmintika patii mezi dileZité kontaminanty Zivotniho prostfedi,
mnoho studii zabyvajicich se fytotoxicitou téchto 1é¢iv nenalezneme (Bartikova et al.,
2016). Studie a prace zabyvajici se antioxidacnimi systémy rostlin (enzymaticky,
neenzymaticky) nebo jejich pigmenty se vétSinou zaméfuji na antibiotika a jina 1é¢iva.

Déle je hojn¢ studovano piisobeni abiotickych stresovych faktort jako jsou napiiklad
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salinita, svétlo, tma, tézké kovy, vlhkost, sucho nebo nedostatek zivin (Granakova,
2019).

Jetel lucni byl péstovan na poli na jaie roku 2019, kdy bylo pro ovlivnéni rostlin
pouzito 35 g trusu o obsahu 14 ng ABZ nebo 105 g trusu o obsahu 42 ug ABZ. Na jate
2020 byla studie zopakovana, ale pouze se 105 g trusu o obsahu 42 pg ABZ. Rostliny
jetele byly sklizeny po 3 mésicich od ovlivnéni. Kromé¢ ovlivnénych rostlin byly
za stejnych podminek péstovany i rostliny kontrolni, bez pfitomnosti ABZ. Specificka
aktivita byla stanovena u enzymt APX, CAT, SOD, GST, POX, GR a GPX pomoci
ruznych metod v subcelularnich frakcich. K ptipravé subcelularnich frakei byly pouzity
listy jetele.

U vSech vzorkil byla také zméfena a vypocitdna koncentrace bilkovin. Pokles
koncentrace bilkovin byl pozorovan u vzorkl ovlivnénych 35 g trusu s obsahem 14 pg
ABZ, nicméné nebyl vyznamny. Signifikantni pokles nastal az u vzorkli ovlivnénych
105 g trusu s 42 pug ABZ, a to v obou letech. Lze tedy fict, z2 ABZ mohl mit vliv
na koncentraci bilkovin v rostlinach jetele lu¢niho.

Studii, kterd se nejvice blizi nasi praci, vypracovala Granakova, (2019) na soje
luStinaté¢ (Glycine max). Rostliny so6ji pestované ve skleniku byly ovlivnény
anthelmintiky ivermektinem (IVM) a fenbendazolem (FBZ). Byla méfena specificka
aktivita APX, CAT, SOD, GST, POX, GR a GPX v seminkach, kofenech, listech
a luscich soji. Dle dosazenych vysledkll bylo zjevné, Zze obé anthelmintika ovlivnila
antioxidaéni enzymy s6ji, coz muze vést k poskozeni jejich antioxidacnich systémd.

Vliv dvou anthelmintik, flubendazolu (FLU) a FBZ, na specifické aktivity CAT,
APX, POX, SOD a GST byl sledovan v listech jitrocele kopinatého (Plantago
lanceolata) péstovaného za sterilnich podminek (Stuchlikové et al., 2018). Jitrocel obé
anthelmintika z kultivaéniho média absorboval a transportoval do nadzemnich c&asti
rostliny. FLU a FBZ v listech jitrocele zplsobily oxidacni stres a snizily antioxida¢ni
ochranu rostliny.

Ovlivnéni specifické aktivity benzimidazolovymi anthelmintiky bylo shodné
u enzymu GST. Jak v listech s6ji, tak v listech jetele nastal signifikantni nartist aktivity
oproti kontrolnim vzorkiim. U jetele nastal narist pouze u rostlin ovlivnénych
105 g trusu sobsahem 42 pg ABZ. U jitrocele se aktivita GST zvySila pouze
pfi ovlivnéni FBZ, pfi ovlivnéni FLU aktivita naopak poklesla.

V této praci byla aktivita CAT u jetele stanovena dvéma zplsoby: pomoci

reakce molybdenanu amonného, kdy doSlo ke snizeni aktivity u rostlin hnojenych
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35 g1 105 g trusu s ABZ a pomoci reakce peroxidu vodiku, kdy doslo k zvySeni aktivity
u rostlin ovlivnénych 105 g trusu, a to vroce 2020. Rozdil aktivit
u jednotlivych zpiisobl stanoveni muze byt dan rozdilnymi metodami méieni.
U stanoveni pomoci reakce peroxidu vodiku byl méten linearni pokles absorbance v UV
destickach, zatimco vreakci s molybdenanem amonnym byla méfena absorbance
vzniklého zlutého komplexu. Pii méfeni CAT v reakci s peroxidem vodiku nebyl pokles
Specificka aktivita CAT se zvysila také u jitrocele po ovlivnéni FLU.

Specificka aktivita SOD byla u rostlin jetele vyznamné sniZzena v obou letech,
nicméné¢ pouze u rostlin ovlivnénych 105 g trusu se 42 ug ABZ. U s6ji byl zaznamenan
pokles aktivity pii ovlivnéni rostliny FBZ. Specificka aktivita byla také sniZena u rostlin
jitrocele jak v pfitomnosti FLU, tak FBZ.

Aktivita POX byla u jetele stejn¢ jako CAT stanovena dvéma zpisoby.
K vyznamnému snizeni aktivity POX stanovené pomoci reakce s guajakolem doslo
v obou letech, ale pouze u rostlin ovlivnénych 105 g trusu s ABZ. Specificka aktivita
POX stanovena reakci s pyrokatecholem u rostlin jetele byla také snizend, ale pouze
u jetele ro¢niku 2020. U so6ji byla specificka aktivita POX stanovena pomoci reakce
s pyrokatecholem, kdy doSlo ke zvySeni aktivity v listech rostlin ovlivnénych FBZ.
Aktivita POX u jitrocele byla zvySena pfi aplikaci FLU, a naopak sniZena pfi aplikaci
FBZ.

Aktivita APX byla u jetele z roku 2019 vyznamné zvysend, ale pouze u vzorki
ovlivnénych 105 g trusu se 42 ug ABZ. Snizeni aktivity nastalo v roce 2020. U listd so6ji
nedoslo k Zadné vyznamné zméné aktivity, stejné tak jako u jitrocele.

GR a GPX nebylo mozné stanovit u obou ro¢niki jetele z divodu nelinearniho
poklesu absorbance v rostlinnych subcelularnich frakcich. V sgji v listech a semenech
nastal obdobny problém, specificka aktivita byla namétena u GPX pouze v lusku
a kofeni.

Pfi porovnani jednotlivych enzyml mezi studiemi na jeteli, sdje a jitroceli
musime brat v uvahu podminky péstovani rostlin a zplsob ovlivnéni anthelmintiky.
Soja byla péstovana ve skleniku, jitrocel byl péstovan sterilné v in vitro podminkach,
zatimco jetel byl vystaven kromé& plsobeni ABZ 1 rlznym abiotickym stresorim
z vnéjsiho prostiedi, protoze jeho péstovani probéhlo na experimentalnim poli. Aplikace
anthelmintik byla téz rozdilnd. Zatimco s6ja byla zalévana roztokem anthelmintik,

jitrocel byl péstovan v kultivaénim médiu s pfidavkem anthelmintik, k jetelu byl
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aplikovan pouze ov¢i trus s obsahem ABZ. Rozdily mohu byt dané i mezidruhovou
odli$nosti rostlin a riznymi druhy pouzitych anthelmintik. I pfesto nemtizeme vliv
anthelmintika ABZ jako stresoru na antioxidacni systémy jetele lucniho zcela vyloucit,
vzhledem k poklestim ¢i nartsttim specifické aktivity.

Pfi mezirocnim porovnani kontrolnich vzorkl byly detekovany signifikantni
rozdily specifickych aktivit u jednotlivych enzymi. U enzymu CAT stanoveného
pomoci molybdenanu amonného, APX a GST doslo ke zvySeni specifické aktivity
u vzorkii z roku 2020 oproti vzorkiim z roku 2019. Naopak ke snizeni specifické
aktivity doslo u vzorkti CAT stanovené pomoci peroxidu vodiku, SOD, POX stanovené
pomoci pyrokatecholu i guajakolu. Pouze u stanoveni specifické aktivity pomoci
guajakolu nebyla zména signifikantni. Rozdilné meziro¢ni aktivity jednotlivych enzymu
mohly byt dany abiotickymi stresory vné&jSiho prostiedi jako jsou vlhkost, slunecni svit,
teplota a podobng.

U rostlinnych pigmentii jsme se zaméfili na stanoveni koncentraci chlorofylt
a karotenoidi v rostlinach jetele. Extrakty byly pfipraveny z listl rostlin vypéstovanych
vroce 2020. Pro meétfeni absorbance extrakti byla vyuzita spektrofotometrie.
Pro vypocet koncentrace pigmenti chlorofylu a, b, jejich poméru a/b a karotenoidt byly
vyuzity Lichtenthalerovy rovnice (Lichtenthaler et al., 1987)

Ve studii Opris et al, (2020) byla pro ovlivnéni vyuZita tfi nesteroidni
stresovany tifi druhy rostlin, a to lebeda rozkladitd (Atriplex patula), Spenéat zeleny
(Spinacia oleracea) a locika setd (Lactuca sativa). VSechny rostliny byly zalévany
roztoky pfipravenymi z vybranych 1éc¢iv, studie probihala in vitro. Expozice vSech tii
1é¢iv vedla ke snizeni chlorofyli a, b, a/b a karotenoidd. Osetfené listy rostlin
vykazovaly poskozeni chloroplasti a bunéfnych stén. Podobnych vysledkti bylo
dosazeno v praci Taibi et al., (2016). Studovanou rostlinou byl fazol obecny (Phaseolus
vulgaris). Rostlina byla stresovana roztokem chloridu sodného (NaCl). Vlivem salinity
u vSech rostlin doSlo ke sniZeni jak celkovych chlorofyll, tak karotenoidd. Rostliny
byly vypéstovany ve skleniku.

Novakova, (2020) v praci vyuziva tfi anthelmintika ABZ, IVM a monepantel
(MOP). Jako studované rostliny byly pouzity jetel lu¢ni a vojtéska setd (Medicago
sativa). Rostliny byly vypéstovany a ovlivnény roztoky anthelmintik ve skleniku.

Na rostlinach jetele bylo pozorovano snizeni koncentrace karotenoidi pti aplikaci ABZ
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a IVM. Pii aplikaci MOP nebyla pozorovana zména. U jetele nebyla pozorovana zadna
zména koncentrace chlorofyld po ovlivnéni vSemi zminénymi anthelmintiky.

U rostlin ovlivnénych ABZ v nasi praci nedoslo k signifikantnim zméndm
v koncentracich chlorofyll a, b, ani jejich poméru a/b. Vyznamné vzrostly pouze
koncentrace celkovych karotenoidi, které podle Verma a Mishra, (2005) fadime mezi
antioxidanty schopné detoxikovat ROS u rostlin. Vzrist koncentrace karotenoidl je
pozorovan pii vystaveni rostlin toxickym latkam, pravdépodobné to souvisi s ochranou
proti ROS (Novakova, 2020), nicméné podle studie Munné-Bosch a Alegre, (2000)
karotenoidy naopak klesaji pfi velmi silném stresu v disledku destrukce ROS.

Chlorofyly jsou pro rostlinu dulezitym fotosyntetickym pigmentem, ktery urcuje
fotosyntetickou kapacitu, nicméné¢ pomoci koncentrace chlorofyli 1ze i1 posoudit
kumulativni dopad environmentalniho stresu na rostliny (Mlodzinska, 2009).
Vyznamnéa zmeéna koncentrace chlorofylli po ovlivnéni ABZ oproti kontrolnim vzorkiim
jetele luéniho nebyla v nasi praci zaznamenana.

Pti hodnoceni koncentrace rostlinnych pigmenti musime vzit v Uvahu, Ze
rostliny jetele byly vypéstovany ve zcela pfirozenych podminkach na experimentalnim
poli. Mohly byt kromé ABZ ovlivnény rliznymi abiotickymi stresory nebo biotickymi
z vnéjSiho prostiedi.

Studie antioxidacnich enzymu a rostlinnych pigmentd u jetele lu¢niho méla
natolik specifické podminky, postupy a cile, ¢imZz se stala obtizné€ srovnatelnou s jinymi
vyzkumy. JelikoZz se kazd4d studie zabyva jinymi rostlinami, pfipadné stejnymi
rostlinami, které¢ jsou ale péstovany v jinych podminkach, je velmi obtizné jejich
vzadjemné porovnani. V Gvahu musime vzit 1 pouziti rlznych stresorti plsobicich
na rostliny. V jednotlivych studiich se autofi hojné¢ zaméfuji na abiotické stresory,
antibiotika, riznd humanni lé¢iva s minimalnim mnoZstvi praci zaméfenych na léCiva
veterinarni, a to pfimo anthelmintika.

Prace miize byt prospéSna pro rizné vyzkumy zabyvajici se environmentalnim
vlivem anthelmintik, a to konkrétn¢ albendazolu, u kterého bylo prokazéno, ze dokaze

pusobit na zivotni prostfedi a ovliviiovat necilové organismy.
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7. ZAVER
V této diplomové praci byl sledovan vliv Casto uzivaného anthelmintika ABZ

na aktivitu vybranych rostlinnych antioxida¢nich enzymi a koncentraci vybranych

rostlinnych pigmentt u jetele lu¢niho (77ifolium pratense).

e Jetel luéni byl ovlivnén 35 g nebo 105 g ovc¢iho trusu s obsahem ABZ
(35 g s obsahem 14 pg ABZ, 105 g s obsahem 42 ng ABZ). Experiment probéhl
ve zcela pfirozenych podminkach na experimentalnim poli.

e Rostliny byly rozdéleny na jednotlivé skupiny, dle mnozstvi aplikovaného trusu.
Jako biologicky material pro vytvofeni subcelularnich frakci a extraktl byly
pouzity listy jetele lu¢niho.

e Metodou podle Bradfordové byla stanovena koncentrace bilkovin v jednotlivych
skupinach rostlin. Koncentrace bilkovin byla dale pouzita pti vypoctu specifické
aktivity enzymu.

e Prob¢hlo stanoveni aktivity sedmi antioxidac¢nich enzymi CAT, SOD, APX,
POX, GPX, GR, GST. U GR a GPX nebyla naméfena zadna aktivita. U zbylych
enzyml bylo pozorovano statisticky vyznamné nebo nevyznamné zvySeni
¢1 snizeni specifické aktivity oproti kontrolam. Specifické aktivity jednotlivych
enzymu byly porovnany i u kontrolnich vzorki z obou let (2019-2020).

e Byla stanovena koncentrace chlorofylt a, b, jejich pomér a/b a koncentrace
karotenoidd. Signifikantni zména koncentrace byla pozorovana pouze
u karotenoidu.

o Veskeré vysledky specifickych aktivit a vysledky koncentraci rostlinnych
pigmentl byly zpracovéany statistickym programem GraphPad Prism 9.0.2

(neparovy t-test s Welchovou korekei).
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8. SEZNAM ZKRATEK

ABZ albendazol

ABZSO albendazol sulfoxid

ABZS02 albendazol sulfon

APX askorbatperoxidaza

AsA kyselina askorbova

AsA-GSH askorbat-glutathionovy cyklus
BSA bovinni sérovy albumin

CAT katalaza

CBBG Coomassie Brilliant Blue G-250
CDNB 1-chlor-2,4-dinitrobenzen

Chl a chlorofyl a

Chl b chlorofyl b

Chl a/b pomer chlorofyla a/b

ddH>O redestilovana voda

DHA monodehydroaskorbat

DHAR dehydroaskorbatreduktaza

DTT dichlordifenyltrichloretan
EDTA kyselina etylendiaminotetraoctova
EWS pracovni roztok enzymu (Enzyme Working Solution)
FBZ flubendazol

FLU fenbendazol

GPX glutathionperoxidaza
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GOPX guajakolperoxidaza

GR glutathionreduktaza

GSH glutathion

GSSG glutathion disulfid

GST glutathion-S-transferaza

IVM ivermektin

MHDAR monodehydroaskorbatreduktaza

MOP monepantel

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PBS fostatovy pufr (phosphate buffered saline)
POX peroxidaza

PVP polyvinylpyrolidon

ROS reaktivni druhy kysliku

RX xenobioticky substrat

SOD superoxiddismutaza

WST tetrazoliova sul rozpustna ve vod¢ (water-soluble tetrazolium salt)
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